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α-SMA α-Actina de múscul llis 
Ach Acetilcolina 
ADN Àcid desoxirribonucleic 
Ang II Angiotensina II 
APTT Temps de tromboplastina parcial activada 
ATP Adenosinatrifosfat 
BH4 Tetrahidrobiopterina 
CCl4 Tetraclorur de carboni 
CES Cèl·lules endotelials sinusoïdals 
CHE Cèl·lules hepàtiques estrellades 
CK Cèl·lules de Kupffer 
CO Monòxid de carboni 
CTE Cadena de transport electrònic 
eNOS Sintasa de l’òxid nítric endotelial 
ERO Espècies reactives d’oxigen 
ET Endotel·lina 
Factor Xa Factor de coagulació X activat 
GMPc Guanosina monofosfat cíclic 
GSH Glutatió 
H2O2 Peròxid d’hidrogen 
IL-6 Interleuquina 6 
IL-8 Interleuquina 8 
iNOS Sintasa de l’òxid nítric induïble 
MCP-1 Proteïna quimioatractant de monòcit 1  
MitoQ Mitoquinona 
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mm Hg mil·límetres de mercuri 
Mmps Metal·loproteïnases 
Mtx Metoxamina 
nNOS Sintasa d’òxid nítric neuronal  
NO Òxid nítric 
NOS Sintasa de l’òxid nítric 
O2- Anió superòxid 
OH- Radical hidroxil 
ONOO- Peroxinitrit 
PAR Receptors de proteasa activada 
PDGF Factor de creixement derivat de plaqueta 
Pdgfrβ Receptor beta del factor de creixement derivat de plaqueta 
PGl2 Prostaciclina 
SOD Superòxid dismutasa 
TAA Tioacetamida 
TGFβ Factor de creixement transformant β
Timps Inhibidors tissulars de les metal·loproteïnases 
TNFα Factor de tumor necrosis alfa 
TP Temps de protrombina 
TPP Trifenilfosfonium 
TXA2 Tromboxà A2 
VEGF Factor de creixement de l’endoteli vascular 







El fetge és l’òrgan més gran de l’organisme, amb un pes aproximat de 1,5 kg en l’adult. 
Realitza multitud de funcions, entre la que es troba la detoxificació de toxines i 
fàrmacs, regulació del metabolisme energètic i la síntesi de proteïnes implicades en la 
coagulació de la sang. A més a més, té com a principal propietat la capacitat de 
regeneració en cas de dany. 
1.1 Organització hepàtica 
El fetge està format per petites unitats estructurals conegudes com lòbuls hepàtics, 
que consisteix en una estructura hexagonal separada per septes. Aquesta estructura 
està organitzada al voltant d’una vena central que desemboca a la vena hepàtica. A 
cada lòbul es situa una triada portal que està formada per una rama de l’artèria 
hepàtica, de la vena porta i un conducte biliar. El lòbul en sí està format per moltes 
Figura 1: Organització hepàtica i el lobulet hepàtic 
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làmines hepàtiques es disposen de forma radiada al voltant de la vena central. 
Entre les diferents làmines hepàtiques es troben els sinusoides hepàtics (Figura 1).  
1.1.1 El sinusoid hepàtic 
El sinusoides hepàtics són petits  “capil·lars” venosos especialitzats que reben sang de 
la vena porta (sang desoxigenada però rica en nutrients) i sang de l’artèria hepàtica 
(oxigenada) que flueix cap a la vena central del lòbul. Al sinusoid hepàtic trobem 
diferents tipus cel·lulars entre els que hi ha els hepatòcits, les cèl·lules endotelials 
sinusoïdals (CES), les cèl·lules hepàtiques estrellades (CHE) i les cèl·lules de Kupffer 
(CK) (Figura 2).
HEPATÒCITS 
Són les cèl·lules que formen el parènquima hepàtic i constitueixen aproximadament el 
80% del total de cèl·lules. Són cèl·lules epitelials polaritzades, amb un costat 
sinusoïdal en contacte amb l’espai de Disse i amb un pol biliar formant el canalicle 
biliar. Són cèl·lules metabòlicament complexes ja que tenen una gran varietat de 
funcions. Degut precisament a això presenten una gran heterogeneïtat respecte a 
propietats estructurals, histològiques i bioquímiques. A més a més, tenen una gran 
capacitat proliferativa permetent la regeneració del fetge després d’un dany hepàtic. 
CÈL·LULES ENDOTELIALS SINUSOÏDALS 
Les cèl·lules endotelials sinusoïdals (CES) formen el revestiment dels sinusoides 
hepàtics i representen el voltant del 15% de les cèl·lules del fetge. Aquestes cèl·lules 
estan en contacte amb l’espai de Disse (espai subendotelial, entre la superfície 
basolateral dels hepatòcits i el costat contrari al lumen de les cèl·lules endotelials 
sinusoïdals) i formen un endoteli diferent a l’endoteli vascular de la resta del fetge i 
d’altres òrgans. Aquest endoteli és fenestrat i no te presència de membrana basal, el 
que permet el pas de nutrients, oxigen i macromolècules de la sang als hepatòcits. Les 
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cèl·lules endotelials participen tant en la inflamació, alliberant citoquines, com en la 
regulació de la contracció del sinusoid, degut a la producció del vasodilatador òxid 
nítric (NO).  
Figura 2: Estructura del sinusoid hepàtic i cèl·lules que el formen. Modificat de 
Frevert U., et al. PLoS biology 2005. 
CÈL·LULES HEPÀTIQUES ESTRELLADES 
Les cèl·lules hepàtiques estrellades (CHE), abans anomenades cèl·lules Ito o lipòcits, 
es troben a l’espai de Disse i representen el 3-4% de les cèl·lules del fetge. Les CHE 
tradicionalment s’han considerat cèl·lules d’origen mesenquimal degut a la seva 
expressió de molècules com ara la vimentina i la desmina  En fetges sans, les CHE es 
troben en un estat quiescent i representen el 15% del total de cèl·lules hepàtiques
1. En el seu estat quiescent, les CHE presenten gotes de lípids 
perinuclears, que serveixen com a emmagatzematge de vitamina A i són essencials 
per a la regulació de l’homeòstasi de l’àcid retinoic. Cada cèl·lula té diverses 
protuberàncies allargades que embolcallen el sinusoid que permeten regular el to del 
sinusoid hepàtic. 
CÈL·LULES DE KUPFFER 
Les cèl·lules de Kupffer (CK) són els macròfags residents del fetge. Representen al 
voltant del 6% de les cèl·lules del fetge i es troben situades al lumen dels sinusoides i 
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Figura 3: Progrés de la cirrosi hepàtica. Extret de Pellicoro A., et al. Nat Rev 
Immunol 2014 
poden passar a l’espai de Disse a través de les fenestracions de l’endoteli per 
interaccionar amb els hepatòcits i les CHE. Són cèl·lules amb capacitat fagocitaria i 
són responsables de l’eliminació de les partícules estranyes que entren al fetge pel 
torrent sanguini.  
2. La cirrosi hepàtica
La cirrosi hepàtica és una malaltia crònica del fetge caracteritzada per la substitució 
del teixit del fetge per matriu extracel·lular i nòduls de regeneració, que es produeixen 
com a resultat d’un procés en el qual es regenera el teixit danyat. Les principals 
causes són l’alcoholisme, les hepatitis víriques i l’esteatosi hepàtica. El resultat de la 
cirrosi hepàtica és el desenvolupament de diverses complicacions de la hipertensió 
portal com l’ascites i la hemorràgia per varius, insuficiència renal i hepàtica, que pot 
progressar fins a càncer hepàtic i la mort2 (Figura 3). Aquests signes i símptomes 
poden ser resultat directe del fracàs de les cèl·lules del fetge o com a resultat de la 
hipertensió portal.  
La hipertensió portal és una síndrome clínica caracteritzada per un increment patològic 
de la pressió hidrostàtica del sistema venós portal per sobre del seu valor normal de 1-
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5 mmHg. Aquest increment origina la formació d’una extensa xarxa de venes 
col·laterals porto-sistèmiques que deriven part del flux sanguini portal cap a la 
circulació sistèmica, evitant així el pas sanguini pel fetge. 
La hipertensió portal clínicament significativa està definida per un gradient de pressió 
portal igual o superior a 10 mmHg i està directament relacionada amb la presència de 
complicacions derivades de la cirrosi hepàtica com ara l’hemorràgia digestiva causada 
pel trencament de varius esofàgiques, l’encefalopatia hepàtica, l’ascites o la 
insuficiència renal. A causa de la gravetat d’aquestes complicacions, la hipertensió 
portal representa la primera causa de morbimortalitat en malalts cirròtics3. 
2.1 Bases fisiològiques de la hipertensió portal 
Un fetge sà rep sang des de la vena porta i de l’artèria hepàtica. Essent la vena porta 
la que aporta més flux sanguini, al voltant d’un 75% del total. Per tal d’entendre els 
factors que regulen el flux sanguini a través del fetge, s’han d’entendre i aplicar els 
conceptes de dinàmica de fluids com qualsevol altre sistema hidrodinàmic. En aquest 
cas, la pressió portal ve determinada per la relació entre el flux sanguini portal i la 
resistència vascular que s’oposa a ell mateix.  
Segons la llei d’Ohm, el gradient de pressió entre dos punts en un vas sanguini ve 
definit per la següent equació: 
ΔP=Q x R 
On, en el nostre àmbit, ΔP és el gradient de pressió portal determinat per la diferència 
entre pressió portal i pressió de la vena cava inferior, mesurat com a mil·límetres de 
mercuri (mm Hg). Q és el flux sanguini dins el sistema venós portal, mesurat en unitats 
de volum per unitats de temps (ml/min). Finalment, R és la resistència vascular 
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exercida pel sistema venós portal, per les venes col·laterals i pel fetge (mm Hg/ml·min-
1)3. 
La resistència no es pot mesurar directament però es pot calcular amb les mesures 
simultànies de flux sanguini i el gradient de pressió portal.  
A més a més, els diferents factors que regulen la resistència en el sistema vascular 
venen definits per la llei de Poiseuille: 
R= 8 ɳ L / πr4
On ɳ és coeficient de viscositat de la sang, L la longitud del vas i r el radi del vas. 
Com que la longitud dels vasos i la viscositat de la sang és relativament constant, el 
factor més important implicat en la modulació de la resistència vascular intrahepàtica 
és el radi del vas. A l’estar elevat a la quarta potència, una petita disminució del radi 
del vas pot provocar un augment important de la resistència vascular intrahepàtica i, 
per tant, del gradient de pressió portal. 
Durant la progressió de la cirrosi, el primer factor involucrat en el desenvolupament de 
la hipertensió portal és l’augment de la resistència vascular intrahepàtica i, 
posteriorment, l’augment del flux sanguini portal contribuirà a la perpetuació i 
empitjorament de la malaltia4,5.  
2.1.1 La resistència vascular intrahepàtica 
L’augment de la resistència vascular al flux sanguini portal és el fenomen fisiopatològic 
primari i necessari en el desenvolupament de la hipertensió portal6, i pot tenir lloc a 
qualsevol lloc del sistema venós portal7. 
La resistència vascular intrahepàtica és resultat de dos factors diferents:  
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 D’un costat existeix el component estructural, que prové d’una distorsió
estructural de l’arquitectura vascular hepàtica causada per la fibrosi,
cicatrització, formació de nòduls i trombosi8, i representa al voltant del 60% del
total de la resistència vascular intrahepàtica. En un inici es va postular que
aquest component estructural era irreversible i no modificable per fàrmacs però
amb el temps s’ha demostrat que el procés de fibrosi és potencialment
reversible9,10.
 D’altra banda hi ha el component funcional dinàmic que representa
aproximadament el 40% del total de la resistència vascular intrahepàtica i és
potencialment modificable per fàrmacs que regulen el to vascular.
2.1.1.1 El component dinàmic de la resistència vascular intrahepàtica 
El component dinàmic és derivat de l’existència d’elements contràctils intrahepàtics 
que responen a diferents agonistes vasoactius endògens i exògens promovent un 
augment del to vascular hepàtic. 
El to vascular del fetge normal és el resultat d’un equilibri regulat entre la producció de 
factors vasodilatadors i vasoconstrictors tant a nivell sinusoïdal com a nivell extra-
sinusoïdal. Aquestes substàncies vasoactives són produïdes, entre altres, per les CES, 
que difonen fins les CHE induint la seva relaxació o contracció.  
Figura 4: Factors vasoactius implicats en la regulació del component dinàmic de la 
resistència vascular intrahepàtica en la cirrosi. TXA2: tromboxà A2; Ang II: 
angiotensina II; ET: endotel·lina; ON: òxid nítric; PGI2: prostaciclina; CO: monòxid de 
carboni.
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Existeixen diverses substàncies vasoactives que regulen el to vascular hepátic11–14. 
L’angiotensina II, la vasopressina, l’endotel·lina, la norepinefrina i diversos 
eicosanoids, com el tromboxà A2, la prostaglandina F2a i els cisteinil-leucotriens 
pertanyen al grup de vasoconstrictors11,15. En canvi, l’òxid nítric (NO), el monòxid de 
carboni i el prostanoid prostaciclina s’inclouen com a vasodilatadors16–18 (Figura 4).  
Durant la progressió de la malaltia, les CES perden els seu fenotip característic, 
procés conegut com a “capil·larització. Es perden les fenestres, adquireixen membrana 
basal, disminueix la síntesi de vasodilatadors11–14,19 com el NO20 i augmenta la síntesi 
de vasoconstrictors15, perdent així l’equilibri entre vasoconstrictors i vasodilatadors que 
existeix en un fetge sà16,21,22. A més, comencen a sintetitzar proteïnes típiques d’un
endoteli capil·laritzat, com ara el factor von Willebrand (vW). Aquest fenomen dona lloc 
a la disfunció endotelial, és a dir, una pèrdua o desregulació dels mecanismes 
homeostàtics propis de l’endoteli sà23,24.  
Conseqüentment, les CES d’un fetge cirròtic presenten un fenotip vasoconstrictor que 
comportarà un increment en la contracció de les CHE i, finalment, un increment en la 
resistència vascular intrahepàtica.  
I. L’òxid nítric (NO) 
Un dels factors més important a tenir en compte en la regulació del to vascular és 
l’òxid nítric. El NO és una molècula gasosa, amb una vida mitja curta d’uns 3-5 segons, 
que a part de regular l’homeòstasi vascular, també està implicada en altres funcions 
biològiques com ara la inhibició de l’agregació plaquetària, la coagulació i l’adhesió 
leucocitària a l’endoteli25. L’enzim responsable de la formació del NO és la proteïna 
sintasa del NO (NOS). Existeixen tres isoformes diferents: la NOS neuronal (nNOS), la 
induïble (iNOS) i l’endotelial (eNOS). L’eNOS s’expressa de forma constitutiva en les 
cèl·lules endotelials i produeixen NO en petites quantitats en resposta a estímuls físics 
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Figura 5: Vies de síntesi i senyalització de l’òxid nítric. Extret de Lundberg J.O., et 
al. Nat Rev Drug Discov 2015 
com ara el estrès per fregament o a fisiològics com ara els estrògens, el factor de 
creixement endotelial vascular (VEGF), acetilcolina, bradicinina o altres agonistes de 
receptors acoblats a proteïna G25,26. La regulació de l’eNOS és complexa tant a nivell 
transcripcional com post-traduccional. El NO derivat de l’eNOS difon a les cèl·lules 
musculars llises, (que en el cas del fetge seran les CHE) on actua a través del seu 
lligand natural, la guanilat ciclasa soluble, un enzim que promou la síntesi del 
missatger secundari: GMPc25.  
En el fetge sà, la funció principal del NO és de compensació enfront a estímuls 
vasoconstrictors i la seva producció és principalment endotelial. No obstant, el fetge 
cirròtic es caracteritza per un dèficit de NO27. Aquesta disminució dels nivells de NO és 
causada tant per una disminució de l’activitat enzimàtica de l’enzim eNOS, ja sigui per 
desregulacions posttraduccionals16, oxidació del cofactor de la eNOS, la 
tetrahidrobiopterina (BH4)28 o un augment de la interacció amb proteïnes inhibidores 
com la caveolina-129, com per una disminució de la seva biodisponibilitat degut al 
segrest del NO per part de les ERO (Espècies Reactives d’Oxigen) (Figura 5).  
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Donada la relació del dèficit de NO i el desenvolupament i progressió de la hipertensió 
portal, diverses estratègies s’han dut a terme. Estudis pioners van confirmar que 
l’administració de substàncies donadores de NO, com ara el nitroprussiat sòdic, 
reduïen la pressió portal de perfusió del fetge cirròtic30. També es va estudiar el 
tractament amb el cofactor BH4 que va augmentar la biodisponibilitat intrahepàtica de 
NO, reduir la resistència intrahepàtica i finalment, reduir la pressió portal sense 
modificar cap paràmetre hemodinàmic sistèmic31. Tanmateix, el tractament amb 
estatines produïa una millora en l’activitat i l’expressió de l’eNOS, millorant la 
biodisponibilitat de NO intrahepatic en rates cirròtiques32,33. Altres estudis emprant 
adenovirus que codificaven per la nNOS o l’eNOS aconseguien resultats similars34,35. 
Tot i així, totes aquests estratègies terapèutiques s’han dut a terme per tal 
d’augmentar la síntesi de NO però no la seva biodisponibilitat.  
De fet, se sap que en moltes malalties, i de manera important en la cirrosi36, l’estrès 
oxidatiu es troba augmentat i pot reaccionar amb el NO disminuint-ne la seva 
biodisponibilitat i afavorint l’aparició de peroxinitrits (ONOO-). És per això que moltes 
de les actuals estratègies terapèutiques van dirigides a disminuir els nivells d’estrès 
oxidatiu per tal d’augmentar la biodisponibilitat de NO.  
II. Estrès oxidatiu
L’estrès oxidatiu és un fenomen causat per un desequilibri entre la producció 
d’espècies reactives d’oxigen (ERO) i la capacitat d’un sistema biològic de detoxificar 
ràpidament els reactius intermedis o reparar els danys produïts.  
Les ERO són molècules altament reactives i inestables que es produeixen com a 
subproductes del metabolismes de l’oxigen. Dins dels diferents tipus de ERO, 
s’engloben principalment l’anió superòxid (O2-), l’anió hidroxil (OH-), el peròxid 
d’hidrogen (H2O2) i el peroxinitrit (ONOO-)37,38.  
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Existeixen diversos sistemes enzimàtics que són capaços de generar ERO com a 
subproductes, com ara l’eNOS39, la xantina oxidasa (XO)40o les proteïnes que 
intervenen en la cadena respiratòria mitocondrial41. Són presents en condicions 
fisiològiques i són regulades pels mecanismes antioxidants de l’organisme42. Aquests 
sistemes poden ser mecanismes enzimàtics o no enzimàtics. Els sistemes no 
enzimàtics són l’àcid ascòrbic (Vitamina C), el tocoferol (Vitamina E) i el glutatió. El 
principal mecanisme enzimàtic és la superòxid dismutasa (SOD)43 però també hi 
juguen un paper molt important els enzims involucrats a la cadena respiratòria 
mitocondrial.  
Aquests mecanismes es troben en equilibri en situacions fisiològiques. En canvi, en 
condicions patològiques, com ara la cirrosi, es pertorba l’equilibri, hi ha un excés de 
producció d’ERO que els sistemes antioxidants no són capaços de controlar44.  
L’excés d’ERO produeix diferents efectes adversos, com ara la unió a proteïnes, 
trencament de cadenes d’ADN, reaccionar amb components vitals per a la cèl·lula i 
oxidar lípids, en el procés anomenat peroxidació lipídica.  
Aquesta situació es coneix com estrès oxidatiu i pot provocar diferents situacions 
patològiques, com ara necrosi, inflamació, apoptosi, o augment del to vascular, entre 
d’altres.  
De fet, el paper de les ERO s’ha descrit en diverses malalties hepàtiques45–47. En un 
principi es va relacionar les ERO amb el desenvolupament de la circulació 
hiperdinàmica i es va demostrar que l’antioxidant N-acetilcisteïna era capaç de 
prevenir-la en rates amb hipertensió portal48. 
Figura 6: Metabolisme de l’oxigen. Via de la superòxid dismutasa.
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En el fetge, una de les principals cèl·lules productores de ERO són les CK. Com a 
resultat del dany hepàtic, té lloc un canvi de fenotip de les CK en el que s’inicia la 
generació de mediadors citotòxics com ara interleuquines i ERO. De fet, se sap que 
l’eliminació de les CK durant la progressió de la cirrosi comporta una menor activació 
de les CHE i una menor deposició de matriu extracel·lular49.  
A més a més, estudis del nostre grup han posat de manifest el paper de les ERO com 
a possible causa de la disminució de la biodisponibilitat hepàtica del NO, i per tant, 
possible modulador de la resistència vascular intrahepàtica36. Altres estudis han 
corroborat que el tractament de la hipertensió portal amb antioxidants tenen un alt 
interès terapèutic. En un primer lloc es va estudiar com augment  l’eficiència de la 
SOD mitjançant la transferència gènica de SOD amb un adenovirus codificant per una 
isoforma de la SOD (Figura 6). Amb aquesta estratègia terapèutica es va aconseguir 
augmentar la biodisponibilitat intrahepàtica de NO, millorant així la disfunció endotelial i 
disminuint la pressió portal en rates cirròtiques amb hipertensió portal51. També es va 
avaluar el tractament amb una molècula mimètica de la SOD, el tempol, i també va ser 
capaç de reduir la pressió portal de rates cirròtiques, tot i que en aquest cas tenia 
efectes deleteris sobre la pressió arterial mitja52. Altres antioxidants s’han avaluat en 
un context similar, i es van obtenir resultats similars, millora de la disfunció endotelial i 
reducció de la pressió portal en animals cirròtics53. 
L’estudi dels efectes dels antioxidants en la cirrosi també s’han dut a terme en diversos 
estudis en pacients amb hipertensió portal. Aquests estudis confirmen que el 
tractament amb antioxidants són capaços de disminuir els nivells d’estrès oxidatiu 
intrahepàtics, millorar la disfunció endotelial, revertir la baixa reactivitat a 
vasoconstrictors i prevenir la circulació hiperdinàmica reduint el flux sanguini portal54,55. 
Tot i això, noves estratègies terapèutiques són requerides i donat que els mitocondris 
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Figura 7: Estructura i parts del mitocondri. Modificat de Mathews and van Holde. 
Biochemistry. Ed. 2 
són uns dels principals orgànuls on es produeix l’estrès oxidatiu, han esdevingut un 
nou focus per a noves dianes terapèutiques. 
III. Estrès oxidatiu mitocondrial
Els mitocondris són orgànuls subcel·lulars (entre 1-10 µm), que es troben en el 
citoplasma de les cèl·lules eucariòtiques. Juguen un paper important en l’apoptosi i en 
la biogènesis d’energia, aportant el 90% de l’energia cel·lular a través de la cadena de 
transport electrònic (CTE)56. Els mitocondris tenen membranes externes i internes, 
compostes per bicapes fosfolipídiques i proteïnes. La membrana interna està formada 
per diferents plecs,anomenats crestes, que augmenten l’àrea de superfície (Figura 7).  
En aquestes crestes és on es troben els diferents complexes que formen part de la 
CTE on es produeix, en terme final, l’adenosinatrifosfat o ATP. Els mitocondris són la 
principal font intracel·lular de ERO degut a la transferència d’electrons durant la 
producció d’ATP57. En condicions normals, aproximadament un 2% dels electrons de 
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la cadena respiratòria s’escapen de la cadena respiratòria, sobretot en el complex I 
i III, que resulta en la formació de O2- a mitoc ndri58 (Figura 8). 
La formació d’aquests ERO juguen un paper molt important en vies de senyalització 
cel·lular, com ara en la inflamació59.Tot i així, durant una patologia hi ha una excessiva 
producció de ERO, associada a una disfunció mitocondrial, que pot acabar en un 
desequilibri entre la producció de ERO i la seva eliminació per part dels mecanismes 
de defensa de les cèl·lules, induint l’estrès oxidatiu. Aquest augment en la generació 
de ERO és perjudicial, i cada cop hi ha més evidències de la implicació de les ERO 
creades pels mitocondris en la patogènesis de diverses malalties, com les malalties 
neurodegeneratives o la disfunció endotelial associada a l’edat60,61. 
Figura 8: Cadena respiratòria mitocondrial. Extret de Couillard A., et al. European 
Respiratory Journal 2005 
2.1.1.2 El component estructural de la resistència vascular intrahepàtica 
El component estructural de la resistència ve determinat per les modificacions 
estructurals del parènquima hepàtic a causa de la fibrosi. Durant un dany hepàtic agut, 
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Figura 9: Les cèl·lules hepàtiques estrellades (CHE) d’un fetge sà (A) i d’un fetge 
cirròtic (B), en el fetge cirròtic s’observa un augment de la producció de col·lagen. 
Extret de Friedman SL, J Hepatol 2003 
la primera resposta del fetge és la inducció de la inflamació i es comencen a sintetitzar 
mediadors inflamatoris com TGFβ, TNFα, IL-6, IL-8 o MCP-1, que estimulen el 
reclutament de més cèl·lules inflamatòries i gens implicats en la proliferació cel·lular i 
la fibrogènesi, com ara PDGF (de l’anglès. Platelet Derived Growth Factor) o VEGF 
(de l’anglès, Vacular Endothelial Growth Factor). Aquest procés està associat a una 
limitada producció de matriu extracel·lular que pot finalitzar amb una regeneració 
hepàtica de cèl·lules apoptòtiques o necròtiques.  
D’altra banda, la fibrosi i la cirrosi són la conseqüència d’una resposta sostinguda a un 
procés de cicatrització degut a un dany crònic62. Quan el dany es perpetua, la 
regeneració hepàtica no s’assoleix i els hepatòcits són substituïts progressivament per 
matriu extracel·lular formada parcialment per col·lagen tipus I, III i IV, fibronectina, 
laminina, àcid hialurònic i proteoglicans10. L’acumulació de matriu extracel·lular és 
present en el procés fibròtic i resulta tant d’una augmentada síntesi com d’una 
disminuïda degradació dels seus components63.  
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Se sap que les CHE són les principals cèl·lules implicades en la producció excessiva 
de matriu extracel·lular que s’observa en la fibrosi hepàtica64,65. De fet, com a resultat 
d’un dany hepàtic, les CHE tenen un procés anomenat “procés d’activació” o 
transdiferenciació on les cèl·lules passen d’un estat quiescent que acumula vitamina A, 
a un estat similar a una cèl·lula tipus miofibroblast, amb diverses noves 
característiques, com ara una millor migració i adhesió cel·lular, augment d’expressió 
d’alfa actina de múscul llis (α-SMA), increment de proliferació, producció de 
substàncies quimiotàctiques, contractibilitat, pèrdua de la capacitat emmagatzemadora 
de retinoids i, el més important, adquireixen capacitat fibrogènica (Figura 9).  
De fet, augmenten l’expressió gènica dels components de la matriu extracel·lular, 
d’enzims degradants de matriu i els seus respectius inhibidors, resultant en un 
remodelat i acumulació de matriu extracel·lular amb abundant presència de CHE 
activades2,66.
A més a més, a l’activar-se comencen a expressar les proteïnes inhibidores de les 
metal·loproteïnases (TIMPs)50, en particular TIMP1 i en menor mesura TIMP2. 
Aquestes proteïnes són secretades per les CHE a l’espai extracel·lular, s’uneixen al 
domini actiu de les metal·loproteïnases (MMPs) i les inhibeix. La funció principal de les 
MMPs és trencar els components de la matriu extracel·lular, de manera que amb la 
seva inhibició s’afavoreix l’acumulació de les proteïnes de la matriu. Existeixen 
diverses isoformes de MMPs que s’expressen de manera diferencial durant la 
progressió de la cirrosi i diversos tipus cel·lulars poden sintentitzar-les, com ara les 
CES, les CK o les mateixes CHE67 (Figura 10).  
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Figura 10: Expressió diferencial de MMPs i TIMPs durant la progressió de la cirrosi. 
Modificat de Hemmann S., et al. Journal of hepatology, 2007 
2.1.1.3 La microtrombosis hepàtica en la resistència vascular 
intrahepàtica 
La microtrombosi es descriu com el procés on té lloc la formació de trombes als 
capil·lars i vasos de petit calibre. Quan un vas sanguini es danya, es posen en 
funcionament una sèrie de mecanismes que comprèn: la vasoconstricció local del vas 
(en aquest cas deguda a la contracció de les CHE), el depòsit i agregació de 
plaquetes, i la coagulació de la sang.  
En un inici, degut a la observació clínica de sagnats, menor nombre i menor 
funcionalitat de les plaquetes i la disminució de la síntesi dels factors de coagulació en 
pacients amb malaltia hepàtica crònica, es va considerar que hi havia una situació de 
baixa coagulació en aquests malalts68. De fet, tests convencionals de coagulació com 
ara el temps de protrombina i el temps de tromboplastina parcial activada o APTT, que 
estan dissenyats per identificar defectes dels procoagulants però no dels 
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anticoagulants, es troben prolongats en pacients amb cirrosi, suggerint defectes en 
l’hemostàsia i afavorint-ne, per tant, el sagnat.  
Recentment, tests d’hemostàsia més sofisticats que permeten estudiar el balanç real 
entre pro i anticoagulants s’han utilitzat per estudiar la capacitat hemostàtica dels 
pacients amb cirrosi. Concretament, el test de generació de trombina ha demostrat que 
els pacients cirròtics poden tenir un augment de síntesi de trombina comparat amb 
voluntaris sans69. Aquests estudis, juntament amb les observacions clíniques han 
donat lloc al concepte “hemostàsia re-balancejada”, que suggereix un balanç 
hemostàtic tot i la disminució de la síntesi de factors pro i anticoagulants. Tot i aquest 
equilibri, el balanç és molt inestable comparat amb el que es veu en individus sans i 
fàcilment es pot decantar cap a un dels dos estats70. 
De fet, la històrica creença de que els pacients amb malaltia hepàtica estaven “auto-
anticoagulats” es contradiu amb les complicacions trombòtiques que apareixen en els 
malalts cirròtics i formen evidències de l’estat hiperocoagulat d’aquests pacients71. 
Degut a l’aparició de sagnats en aquests pacients, l’ús d’anticoagulants s’ha utilitzat en 
menor mesura71. Tot i això, avui dia hi ha més reconeixement de l’existència de 
complicacions trombòtiques en pacients cirròtics i, per tant, s’esperaria que hi hagués 
un augment en la utilització d’anticoagulants en aquests pacients. Donada la limitada 
experiència de l’ús d’anticoagulants en aquests malalts no hi ha un criteri clar de quina 
seria la indicació més correcta. 
Dades clíniques de l’ús d’heparines de baix pes molecular indiquen que els fàrmacs 
són segurs i efectius tant pel tractament com la prevenció de la trombosi venosa 
portal72,73 i hi ha evidències que suggereixen que la fibrogènesi està influenciada per la 
trombosi74. De fet, està demostrat que la tant la trombina com el factor Xa, que són 
agonistes dels receptors PAR (del seu nom en anglès: Protease Activated 
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Figura 11. Esquema dels efectes de la trombina a través dels receptors PAR en la 
malaltia hepàtica. MLC: miosina de cadena lleugera; PKC: fosfoquinasa C; NF-κB: 
factor de necrosi κB; factor vW: factor von Willebrand 
Receptors)75–78, representen una de les principals vies d’activació de les CHE, 
promovent la seva proliferació i activant la síntesis de col·lagen77,79–82 (Figura 11). 
Els PAR són receptors acoblats a proteïna G76,77,79,83,84. Estudis moleculars han 
identificat quatre tipus diferents de PAR: PAR1, PAR3 i PAR4 que poden ser activats 
per la trombina i PAR2 que pot ser activat pel factor Xa i la tripsina. En fetges sans, les 
PAR s’expressen en diversos tipus cel·lulars82. A més, se sap que l’expressió de les 
PAR està augmentada en els fetges humans durant un dany agut i crònic85.  
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De fet, diversos estudis han demostrat els efectes beneficiosos de la inhibició de 
PAR86,87 i de la inhibició de la cascada de coagulació en la fibrosi hepàtica88,89 ja que 
resulta en una millora el fenotip de les CHE i en una menor progressió de fibrosi 
hepàtica en diversos models de dany hepàtic. 
2.1.2 El flux portal 
Està descrit que en la cirrosi hi ha un augment del flux portal, resultat d’una marcada 
vasodilatació arteriolar dels òrgans esplàncnics que produeix un increment en el volum 
sanguini que arriba a la vena porta. Aquesta situació condueix a una circulació 
hiperdinàmica esplàncnica, en que s’ha descrit una sobreproducció i hiperresposta a 
vasodilatadors circulants (ex. glucagó i òxid nítric (NO)) i una producció deficient i 
hiporesposta a vasoconstrictors (ex. tromboxà)3,90,91. De fet, les principals teràpies per 
a millorar la hipertensió portal estan actualment dirigides a disminuir el flux sanguini 
per a tal de disminuir-ne conseqüentment la pressió portal.  
Els betabloquejants són els principals fàrmacs que s’utilitzen per a aquest efecte ja 
que disminueixen el flux sanguini portal actuant per dues vies: 
a) En el bloqueig dels receptors beta 1 adrenèrgics disminuint la freqüència i el
despesa cardíaca.
b) En el bloqueig dels receptors beta 2 adrenèrgics causant vasoconstricció
arterial esplàncnica.
El principal problema d’aquests fàrmacs és que  hi ha un percentatge de pacients que 
són no responedors a betabloquejants i no en disminueixen la pressió portal. Per això, 
durant els últims anys s’han estudiat altres estratègies terapèutiques per tal de 
disminuir la pressió portal a través de la disminució de la resistència vascular 
intrahepàtica.  
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3. Estratègies terapèutiques per a la regulació de la resistència
vascular intrahepàtica 
Actualment, la principal estratègia que es duu a terme en malalts amb cirrosi i 
hipertensió portal és la utilització de betabloquejants que ajuden a disminuir la pressió 
del sistema venós portal mitjançant la reducció del flux esplàncnic. Degut a la falta de 
resposta dels betabloquejants en alguns dels pacients, i la manca de tractaments per 
reduir la resistència vascular intrahepàtica, teràpies alternatives s’estan estudiant per 
tal de suplir aquesta necessitat. Algunes d’aquestes teràpies es dirigeixen a disminuir 
la microtrombosi hepàtica i a desactivar les CHE mitjançant l’ús d’anticoagulants, ja 
siguin heparines de baix pes molecular, com ara l’enoxaparina, o inhibidors directes 
del factor Xa, com el rivaroxaban.  
Altres teràpies van dirigides a disminuir l’estrès oxidatiu que es troba augmentat en la 
cirrosi. En aquest cas teràpies amb antioxidants han demostrat ser efectives tant 
disminuint l’estrès oxidatiu, millorant el fenotip de la CHE i reduint la pressió portal.  
3.1 Anticoagulants 
Els anticoagulants són substàncies tant endògenes com exògenes que inhibeixen la 
coagulació de la sang a l’interferir en algun punt de la via de coagulació (Figura 12).  
Hi ha diversos tipus de fàrmacs anticoagulants: els antiagregants plaquetaris, les 
heparines, anti-vitamina K i els nous anticoagulants inhibidors directes del Factor Xa.  
Per a l’estudi dels anticoagulants com a possibles estratègies terapèutiques per a la 
cirrosi, ens hem centrat en dos tipus d’anticoagulants: les heparines de baix pes 
molecular i els nous fàrmacs inhibidors directes del Factor Xa. 
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Figura 12. Via de la coagulació sanguínia 
3.1.1 Heparines: Enoxaparina 
Les heparines s’utilitzen àmpliament com anticoagulants injectables i tenen una 
densitat de càrrega molt alta. Per això, s’han desenvolupat nous productes 
farmacèutics derivats de les heparines, les heparines de baix pes molecular, en que 
s’han sotmès al fraccionament per tal de tenir una farmacodinàmica més predictible. 
Les heparines de baix pes molecular s’uneixen a l’antitrombina (un dels anticoagulants 
endògens) i formen un complex irreversible que inactiva el factor Xa, tot i que també té 
una certa activitat anti-factor IIa (trombina). La via d’administració pot ser subcutània o 
endovenosa, amb una vida mitja més llarga que els altres anticoagulants i no 
requereixen monitorització clínica. Com a exemple d’aquestes heparines hi trobem 
l’enoxaparina. 
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L’enoxaparina sòdica és una heparina de baix pes molecular (4500 Dalton). La seva 
via d’administració és subcutània i té una vida mitjana és de 4,5 hores i té 
metabolisme hepàtic amb una biodisponibilitat del 92%. S’utilitza àmpliament per 
prevenir trombosi venosa i embòlies pulmonars i la seva administració és subcutània. 
Aproximadament entre el 10-40% dels fragments actius i inactius s’eliminen via ronyó.
3.1.2 Inhibidors directes del Factor Xa: Rivaroxaban 
El factor Xa és un factor de coagulació clau per a la formació de trombina i en la 
formació de coàguls. Per tant, representa un punt estratègic alhora de dissenyar nous 
anticoagulants. Els inhibidors directes del factor Xa actuen directament sobre el lloc 
actiu de la molècula del factor Xa i inhibeixen tant el factor Xa com al factor Xa unit al 
complex de protrombinasa92. Un dels exemples d’inhibició directa del factor Xa és el 
rivaroxaban. El rivaroxaban és un anticoagulant oral que ja s’ha provat en malalties 
tromboembòliques en assajos clínics i ha demostrat tenir una eficàcia similar a les 
teràpies estàndard però amb un menor risc de sagnat93.  
3.2 Antioxidants 
El terme antioxidant no està clarament definit i, segons està descrit a la literatura, pot 
referir-se a una gran quantitat de compostos que tenen un ampli rang de mecanismes 
d’acció. Halliwell94 va proposar la definició dels antioxidants com a molècules capaces 
de retardar o prevenir l’oxidació d’altres molècules.  
La oxidació és una reacció química de transferència d’electrons d’una substància a un 
agent oxidant. Les reaccions d’oxidació poden produir radicals lliures que comencen 
una sèrie de reaccions en cadena que poden danyar els diferents components d’una 
cèl·lula, tals com les proteïnes o l’ADN, arribant a induir l’apoptosi en les cèl·lules.  
La funció dels antioxidants és acabar amb aquestes reaccions seqüencials eliminant 
els radicals lliures intermediaris i inhibint reaccions d’oxidació oxidant-se ells mateixos. 
36 INTRODUCCIÓ 
Tot i que les reaccions d’oxidació són imprescindibles per a la vida, poden arribar a ser 
molt perjudicials, per això tant plantes com animals contenen una sèrie de sistemes 
múltiples capaços de mantenir l’estat d’oxidació total de la cèl·lula. Alguns dels 
exemples són el glutatió, la vitamina C, o enzims com ara la catalasa, la superòxid 
dismutasa o la quinona. De fet, l’estrès oxidatiu s’ha associat a la patogènesi de 
moltes malalties cardiovasculars, Alzheimer, càncer, etc95–97. 
3.2.1 Antioxidants dirigits a mitoc ndri: Mitoquinona
Els mitocondris juguen un paper molt important en la senyalització cel·lular i 
contribueixen tant en l’adaptació a l’estrès oxidatiu com en el desenvolupament de 
malalties com el dany en isquèmia-reperfusió, malalties neurodegeneratives, diabetis i 
arteriosclerosi98. Els mitocondris també són importants reguladors de l’estat 
bioenergètic de les cèl·lules en condicions fisiològiques, i per tant són potencials 
objectius de teràpies dirigides. A més, els mitocondris són un dels llocs on es produeix 
més dany oxidatiu en circumstancies clíniques99. Per tot això, durant la última dècada, 
hi ha hagut un augment d’interès en desenvolupar teràpies dirigides als mitocondris 
per al tractament de diferents malalties61,100,101. Una de les estratègies per dirigir els 
antioxidants als mitocondris és mitjançant la conjugació a un catió lipofílic, com és el 
trifenlilfosfonium (TPP)102,103. Aquest procediment permet administrar molècules que 
s’acumulen a la cèl·lula i que, gràcies al potencial de membrana plasmàtica, 
s’acumulen dins dels mitocondris on el compost protegirà de l’estrès oxidatiu. 
La membrana mitocondrial externa és permeable a molècules petites, però la 
membrana mitocondrial interna representa la major barrera per a introduir fàrmacs dins 
dels mitocondris. La cadena de transport electrònic genera un gradient de protons que 
s’utilitza per a la síntesi d’ATP amb l’ATP sintetasa. D’aquesta manera es genera un 
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Figura 13: Acumulació del catió TPP 
dins del mitocondri. Extret de 
Murphy MP. Biochemichal Society 
Transactions 2016 
potencial negatiu a través de les dues membranes mitocondrials. Aquest potencial 
entre les membranes es pot utilitzar per dirigir cations lipofílics dins dels mitocondris. 
Moltes característiques fan que els cations lipofílics siguin molt efectius alhora de 
lliurar antioxidants als mitocondris: 
1. Poden passar directament a través de la bicapa de fosfolípids sense necessitar
cap mecanisme de captació
2. S’acumulen dins del mitocondri degut al potencial de membrana
3. Es poden moure lliurement per la bicapa lipídica
Per tant, unint un compost a un catió 
lipofílic permet la seva distribució 
selectiva dins dels mitocondris. 
En principi, una gran quantitat 
d’antioxidants són susceptibles d’unir-se 
al catió TPP per a ser dirigits al 
mitocondri. Un dels més utilitzats és la 
ubiquinona endògena, anomenada 
coenzim Q10, que és sintetitzada a la 
membrana mitocondrial interna. A part del 
seu paper en l’obtenció d’energia per a la 
cèl·lula s’ha descrit el seu paper en la 
inhibició de trombosi i reduint ERO104. 
L’activitat redox de la ubiquinona li 
permet actuar com a transportadora 
d’electrons a la mateixa membrana mitocondrial interna, on és reduïda a ubiquinol per 
diferents deshidrogenases i tornada a oxidar a ubiquinona, principalment pel complex 
III de la cadena transportadora d’electrons.  
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Figura 14: Fórmula química de la 
mitoquinona (MitoQ) i del seu catió 
lipofílic (DecylTPP). Extret de 
Mitchell T., et al. J Pharmacol Exp 
Ther 2011 
Donades les propietats antioxidants de la ubiquinona, diversos estudis s’han dut a 
terme per a preparar i provar anàlegs de la ubiquinona. Posteriorment, es va sintetitzar 
la Mitoquinona (MitoQ), que és la ubiquinona unida al catió TPP, i es va demostrar que 
la seva administració oral reduïa la pressió sanguínia, augmentava la biodisponibilitat 
de NO i reduïa la hipertròfia cardíaca en un model murí d’hipertensió arterial105. La 
MitoQ s’ha utilitzat per prevenir el dany 
oxidatiu mitocondrial i per demostrar el 
paper de les ERO mitocondrials en les vies 
de senyalització. També s’ha descrit que la 
MitoQ és captada per mitocondris funcionals 
i que s’absorbeix cap a la membrana 
mitocondrial interna. A més a més, quan la 
forma ubiquinol de la MitoQ actua com a 
antioxidant, s’oxida cap a la forma 
ubiquinol, que és ràpidament oxidada 
restaurant el seu efecte antioxidant. Aquest 
és un efecte important, perquè el reciclatge dels antioxidants és un dels factors més 
importants quan s’estudia l’eficàcia dels antioxidants106,107. A més es va demostrar per 
espectrometria de masses que la MitoQ s’acumulava principalment a fetge, cor, i 
ronyó105. 
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Tot i que en els últims anys hi ha hagut una gran millora en el coneixement de la 
malaltia hepàtica, encara afecta al voltant de 29 milions de persones a la Unió 
Europea, i la hipertensió portal, una de les principals complicacions associades, és la 
primera causa de mort en pacients cirròtics108. 
Per al desenvolupament de la hipertensió portal hi ha de tenir lloc el fenomen fisiològic 
necessari, que en aquest cas és l’augment de resistència vascular intrahepàtica. Per 
tant, les teràpies dirigides a disminuir aquesta resistència vascular intrahepàtica serà 
positiva per a la disminució de la pressió portal en malalts de cirrosi. Aquesta 
disminució en la pressió portal és molt important per a l’evolució de la malaltia: està 
descrit que una disminució major del 20% o que la pressió portal estigui per sota de 12 
mmHg, redueix el risc de patir complicacions derivades de la hipertensió portal109. 
Avui dia s’estan estudiant diverses estratègies farmacològiques per a pacients amb 
hipertensió portal, tot i que el d’elecció segueix sent l’ús de betabloquejants, com ara el 
propranolol o el carvedilol. Aquests fàrmacs aconsegueixen reduir la pressió portal 
mitjançant la reducció del flux venós portal degut a un descens de la despesa cardíaca 
i a una menor vasoconstricció esplàncnica3. Tot i això, existeixen pacients no 
responedors a aquesta teràpia, ja que no assoleixen una disminució de la pressió 
portal. És important destacar que aquests betabloquejants tenen un efecte només 
sobre el component dinàmic de la resistència vascular intrahepàtica. Per això, és 
important trobar noves dianes terapèutiques que millorin també el component 
estructural de la resistència vascular intrahepàtica i que, per tant, puguin funcionar en 
una gran majoria de pacients. 
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Diferents teràpies farmacològiques dirigides a disminuir la resistència vascular 
intrahepàtica en fetges cirròtics s’han desenvolupat en els últims temps. Actualment 
s’està estudiant la possible aplicació terapèutica dels anticoagulants en pacients 
cirròtics. S’ha vist que aquests pacients cirròtics tenen un augment en la síntesi de 
trombina a nivell hepàtic que facilita la formació de microtrombes als sinusoides 
hepàtics. A part dels inconvenients que té la presència de microtrombosi a nivell de rec 
sanguini del teixit, la trombina, juntament amb el factor Xa, és un potent activador de 
les CHE, cèl·lules que promouen la síntesi de col·lagen i que, per tant, afavoreixen la 
fibrosi hepàtica i la hipertensió portal. 
D’altra banda, també s’han estudiat els efectes beneficiosos dels antioxidants en la 
hipertensió portal, ja que disminueixen l’estrès oxidatiu que es troba augmentat en els 
fetges cirròtics i augmenten la biodisponibilitat del NO, millorant així la vasodilatació 
intrahepàtica i, per tant, disminuint la pressió portal52,110,111. 
Els treballs de recerca de la present tesi estan orientats a: 
1. Ampliar el coneixement dels mecanismes involucrats en els efectes dels
anticoagulants, enoxaparina i rivaroxaban, sobre el component dinàmic i
estructural de la resistència vascular intrahepàtica en fetges cirròtics.
2. Avaluar els efectes de l’antioxidant dirigit a mitoc ndri, mitoquinona, sobre el
component dinàmic i estructural de la resistència vascular intrahepàtica en
fetges cirròtics.
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Estudi 1: Enoxaparin reduces hepatic vascular resistance and portal pressure in 
cirrhotic rats. 
L’augment de la resistència vascular intrahepàtica al flux portal constitueix el fenomen 
primari en la hipertensió portal. Es sap que aquest augment ve donat tant per un 
augment en la fibrosi hepàtica i per un augment del to vascular hepàtic. De fet, està 
àmpliament acceptat que les CHE són les principals cèl·lules, que un cop activades, 
estan implicades en l’excessiva síntesi dels components de la matriu extracel·lular i en 
l’augment de la contracció dels vasos hepàtics. Una de les principals vies d’activació 
de les CHE és a través de l’estimulació dels receptors de proteasa activada (PAR)75,77–
79,112. Aquests receptors es troben augmentats en dany hepàtic, tant agut com crònic85, 
i la seva inhibició resulta en una millora significativa en el fenotip de les CHE i en la 
progressió de la fibrosi hepàtica86,87. La generació de trombina es duu a terme de 
manera molt eficient pel factor X activat (factor Xa). A més, tant la trombina com el 
factor Xa són potents activadors dels receptors PAR i per tant potencien l’activació de 
les CHE77,79–82. A tot això se li afegeix que la formació de coàguls derivats de trombina 
poden crear pertorbacions del flux sanguini i l’obturació de petites venes i petits 
sinusoides hepàtics, afavorint-ne l’alteració del parènquima hepàtic113.  
La hipòtesi de l’estudi va ser que l’administració de l’anticoagulant enoxaparina a 
rates amb cirrosi milloraria el fenotip de la CHE, disminuiria la fibrosi hepàtica i, 
conseqüentment, reduiria la hipertensió portal. 
Per tant, els objectius de l’estudi van ser avaluar els efectes de l’administració aguda, 
curta, llarga i preventiva amb l’anticoagulant enoxaparina en l’hemodinàmica hepàtica i 
sistèmica, en la fibrosi hepàtica i en la biodisponibilitat de l’òxid nítric en rates 
cirròtiques. 
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Estudi 2: The direct oral anticoagulant Rivaroxaban reduces portal hypertension 
in cirrhotic rats by deactivating hepatic stellate cells 
Tal i com s’ha descrit prèviament, una de les principals vies d’activació de les CHE és 
a través dels receptors PAR, per part de la trombina i el factor Xa, components de la 
cascada de coagulació. Aquests components poden comportar un empitjorament de la 
malaltia, tant per l’efecte que tenen sobre l’activació de la CHE com per l’augment de 
la microtrombosi en fetges cirròtics. Per altra banda, se sap que els pacients cirròtics 
tenen uns nivells disminuïts d’antitrombina que es relacionen directament amb la 
disfunció hepàtica114,115. L’anticoagulant oral Rivaroxaban, al contrari que 
l’enoxaparina, és un inhibidor selectiu del factor Xa independent dels nivells 
d’antitrombina, de manera que el seu efecte no està relacionat amb els nivells 
d’antitrombina.  
La hipòtesi de l’estudi va ser que l’administració crònica de l’anticoagulant oral 
Rivaroxaban reduiria la microtrombosi hepàtica i milloraria el fenotip de la cèl·lula 
estrellada hepàtica, per tant, disminuint la fibrosi hepàtica i reduiria els nivells 
d’hipertensió portal en rates cirròtiques. 
Els objectius del present estudi van ser avaluar els efectes de l’administració de 
l’anticoagulant oral, Rivaroxaban, en l’hemodinàmica hepàtica i sistèmica, en el nivell 
d’activació de les CHE, en la via del NO, en la disfunció endotelial i en la fibrosi 
hepàtica en rates cirròtiques.  
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Estudi 3: Mitochondria-targeted antioxidant mitoquinone deactivates human and 
rat HSC and reduces portal hypertension in cirrhotic rats 
L’estrès oxidatiu és un dels principals factors implicats en l’activació de les CHE i, 
conseqüentment està implicat en la progressió de la fibrosi hepàtica i en la hipertensió 
portal. La cadena respiratòria de  mitoc ndris és un dels llocs clau on es produeixen 
les espècies reactives d’oxigen. Degut a això, hi ha hagut molt interès en 
desenvolupar teràpies dirigides a  mitoc ndris. Avui dia, una de molècules més ben 
caracteritzades és la mitoquinona. S’han descrit efectes beneficiosos de la 
mitoquinona en estudis de dany hepàtic com l’esteatosi116, en dany per isquèmia-
reperfussió117 i en estudis amb pacients amb hepatitis C118.  
La hipòtesi de l’estudi va ser que el tractament amb l’antioxidant dirigit a mitoc ndri
mitoquinon  disminuiria estrès oxidatiu creat dins  mitoc ndri, que aquesta 
disminució d’estrès oxidatiu disminuiria el nivell d’activació de les CHE i, per tant, la 
fibrosi hepàtica. Conseqüentment, el tractament amb mitoquinona disminuiria la 
resistència vascular intrahepàtica i els nivells de pressió portal en rates cirròtiques. 
Els objectius del present estudi van ser determinar si l’estrès oxidatiu mitocondrial 
està augmentat en cirrosi i quins tipus cel·lulars hi estan involucrats. Alhora, s’avaluen
els efectes de l’administració de l’antioxidant dirigit a mitoc ndri, mitoquinona, en 
l’hemodinàmica hepàtica i sistèmica, en el fenotip de les CHE, fibrosi i inflamació 
hepàtica.  
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  
   
      
         
           
   
  

         
          
   
       
       
        
         
        
      
      
   
         
        
    

        
         
            
           
         
           
      
         
         
        
       
     
        

     
       











































          
          
        
            
            

          








   
   
   
   
   
   







   
   
   
   
   
   
   
         
      
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         
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        
         
         
   
         
       
         
        
          
         
         
          
          
           
         
        
         
           
        
         
         
       
          
       
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          
       
          
       
       
        
   
       
        
          
        
  
        
       
       
       
        
         
      
         
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       
   
 
          

           
        

           
      

        

        

            
       

           

           
    
             

              
         
     

           
             
       
  
            
           
      

          
               
      
               
         
   
            
        
         

             
          
         
 
           
          
      
           
        
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     
           
       
    
               
     
           
           
  
              
     
 
        
 
 
59 CÒPIES DELS ARTICLES ORIGINALS 
Enoxaparin reduces hepatic vascular resistance and portal pressure in cirrhotic 
rats
Federica Cerini, Marina Vilaseca, Erica Lafoz, Oihane García-Irigoyen, Héctor García-
Calderó, Dinesh M Tripathi, Matias Avila, Juan Carlos Reverter, Jaime Bosch, Jordi 
Gracia-Sancho & Juan Carlos García-Pagán
Table of contents:
1. Supplementary methods
2. Supplementary figure 1
 
 
60 CÒPIES DELS ARTICLES ORIGINALS 
1. Supplementary methods
In vivo hemodynamic study
Rats were anesthetised with ketamine hydrochloride (100 mg/Kg; Merial Laboratories) 
plus midazolam (5 mg/kg; Laboratorios Reig Jofré) intraperitoneally. A tracheostomy 
was performed and a polyethylene tube PE-240 was inserted into the trachea to ensure 
a patent airway. PE-50 catheters were introduced into the femoral artery to measure 
mean arterial pressure (MAP; mmHg) and into ileocolic vein to measure portal pressure 
(PP; mmHg). A perivascular ultrasonic flow probe (Transonic System) placed around 
the portal vein, as close as possible to the liver to avoid portal-collateral blood flow, in 
order to measure portal blood flow (PBF; ml∙min-1) going through the liver, and at the 
superior mesenteric artery to measure superior mesenteric artery blood flow (SMABF; 
ml∙min-1). Hepatic vascular resistance (HVR; mmHg/ml·min-1) was calculated as: 
PP/PBF. Blood pressures and flows were registered on a multichannel computer based 
recorder (Power Lab; AD Instruments). Temperature of the animals was maintained at 
37±0.5°C and hemodynamic data were collected after 20 minutes stabilization [1-3].
Evaluation of endothelial function
After the in vivo hemodynamic measurements, livers were quickly isolated and 
perfused by a flow-controlled perfusion system as previously described [4]. The 
perfused rat liver preparation was allowed to stabilize for 20 min before vasoactive 
substances were added. The intrahepatic microcirculation was preconstricted by 
adding the α1-adrenergic agonist methoxamine (Mtx; 10-4mol/L; Sigma) to the reservoir. 
After 5 min, concentration-response curves to cumulative doses of acetylcholine (Ach; 
10-7; 10-6, and 10-5mol/L; Sigma) were evaluated. The concentration of Ach was 
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increased by 1log unit every 1.5 min interval. Responses to Ach were calculated as the 
percentage change in portal perfusion pressure. 
HSC isolation
Livers were perfused at a flow rate of 20 ml/min at 37ºC with Gey's balanced salt 
solution (GBSS) with 0.6% heparin an then at a flow rate of 5 ml/min at a 37ºC with 
0.02% collagenase A, 0.0065% Dnase, and 0.16% pronase. The resultant digested 
liver was excised, an in vitro digestion was performed at 37ºC with 0.01% collagenase, 
0.01% Dnase, and 0.004% pronase GBSS. The cells were passed through nylon filters 
(100 μm) and centrifuged. The pellet was washed twice with RPMI medium. Cells were 
grown in Iscove's modified Dulbecco's medium, and experiments were performed [4].
Reference List
[1] Gracia-Sancho J, Laviña B, Rodriguez-Vilarupla A, Brandes RP, Fernandez M, 
Bosch J, et al. Evidence against NADPH oxidase modulating hepatic vascular tone 
in cirrhosis. Gastroenterology 2007 Jan 9;133(3):959-966.
[2] Gracia-Sancho J, Russo L, Garcia-Caldero H, Garcia-Pagan JC, Garcia-Cardena 
G, Bosch J. Endothelial expression of transcription factor Kruppel-like factor 2 and 
its vasoprotective target genes in the normal and cirrhotic rat liver. Gut 2011 
Apr;60(4):517-524.
[3] Di Pascoli M., Divi M, Rodriguez-Vilarrupla A, Rosado E, Gracia-Sancho J, 
Vilaseca M, et al. Resveratrol improves intrahepatic endothelial dysfunction and 
reduces hepatic fibrosis and portal pressure in cirrhotic rats. J Hepatol 2013 
May;58(5):904-910.
[4] Marrone G, Maeso-Díaz R, Garcia-Cardena G, Garcia-Pagan JC, Bosch J, Gracia-
Sancho J. KLF2 exerts anti-fibrotic and vasoprotective effects in cirrhotic rat livers: 
behind the molecular mechanisms of statins. Gut 2015 Aug;64(9):1434-1443.
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2. Supplementary Figure 1
Endothelium-dependent vasorelaxation to acetylcholine (Ach) in isolated and perfused 
livers from (A) CCl4-cirrhotic rats and (B) TAA-cirrhotic rats in animals treated with 
enoxaparin or vehicle during 3 weeks (n=6 per group). Results are expressed as the 
percentage of PP in response to Ach and presented as mean±SEM. 
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Supplementary Figure 1. Thrombin-induced HSC activation in vitro. HSC isolated from 
control rats were treated in vitro with 1 or 5 U/ml thrombin for 24h or with its vehicle 
(Veh). Different HSC activation markers were analyzed (n=3-4 per group). *p<0.05, 
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Supplementary Figure 2. Rivaroxaban direct effect on HSC activation in vitro. HSC 
were isolated from non-cirrhotic rats and treated in vitro with different Rivaroxaban 
doses (25, 50 and 100 ng/ml) or vehicle (Veh) for 24h (n=3-4 per group). mRNA HSC 
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Ex vivo: Preparation and treatment of human precision cut liver slices (hPCLS)
Human tissues were prepared with a surgical biopsy punch, washed in PBS, soaked in 
4% agarose solution (Ultrapure LMP Agarose, Invitrogen) for 20 min, and then 
orientated, mounted and immobilised using cyanoacrylate glue. Finally, tissues were 
sectioned to 250 μm slices using a Vibratome VT1000S (Leica Microsystems). Tissue 
slices were placed on organotypic tissue culture plate inserts for up to 24 h (Millicel®-
CM, Millipore). Liver slices were incubated in William’s E Medium (Gibco, Paisley) 
supplemented with 1%penicillin/streptomycin and 1%L-glutamine in 6-well plates at 
37 °C/ 5% CO2/ 80% O2. Duplicate wells were used per donor with 3 liver slices per 
well. After 1 hour the medium was replaced with fresh William’s E Medium in the 
presence (3 nM and 10 nM) or absence (Veh) of mitoquinone for 24h. hPCLS were 
lysed for mRNA expression analysis. 
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In vitro: Rat liver cell isolation
Liver cell suspensions were obtained by digesting liver tissue using collagenase. Two 
protocols were performed. To obtain hepatocytes, LSEC, KC and HSC the “All-in-one”
protocol was performed1. Briefly, hepatocytes were pelleted by low-speed 
centrifugation. Supernatant containing LSEC, KC and HSC were collected, pelleted 
and used for density gradient centrifugation. In other set of animals, Hepatic Stellate 
Cells (HSC) were isolated from livers and grown as previously described3. Highly pure 
and viable cells were used. 
Primary HSC (rHSC) from mitoquinone and vehicle-treated cirrhotic rats were isolated 
and cultured as described above. Moreover, in another set of experiments, cirrhotic 
HSC were incubated in vitro with mitoquinone (1, 3 and 10 nM) or PBS (Veh) in 
subconfluent cultures of HSC for 24 hours.
rHSC viability was assessed using acridine orange as previously described3. Briefly, 
rHSC were incubated with 800 ng/ml acridine orange for 10 min at 37ºC. Plates were 
washed twice with PBS and complete Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) 
without phenol red was added. Cells were observed with a fluorescent microscope 
(Olympus). Four fields were randomly selected per well and photos of visible light and 
green light (488 nm emission) were taken at 200x magnification. Images were merged 
using ImageJ 1.33 software (National Institutes of Health). 
Hepatocyte, LSEC and KC culture 
Hepatocytes were grown in DMEM F12 (Gibco) supplemented with 10% Fetal Bovine 
Serum, 1% L-glutamine, 1% penicillin/streptomycin, 1uM dexamethasone, 0.02% 
insulin and 1% amphotericin. LSEC were grown in RPMI medium (Reactiva) 
supplemented with 10% Fetal Bovine Serum, 1% L-glutamine, 1% 
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penicillin/streptomycin, 0.1 mg/ml heparin, 0.05mg/ml ECGS and 1% amphotericin. KC 
were grown in RPMI medium supplemented with 10% Fetal Bovine Serum, 1% L-
glutamine, 1% penicillin/streptomycin and 1% amphotericin.
Human hepatic stellate cells (HSC) treatments and characterization
a) LX2 cells were seeded onto 12-well plates at a density of 20.000 cells per well in 
Dulbecco’s minimal essential medium supplemented with 10% Fetal Bovine Serum, 1% 
penicillin, and 1% streptomycin and cultured overnight. LX2 were treated in vitro with 
mitoquinone (1, 3 and 10 nM) or PBS (Veh) to subconfluent cultures for 24 hours.
b) Human primary HSC (hHSC) were isolated from the above mentioned histological 
normal human liver biopsies, as previously described4. Cells were isolated and cultured 
as described above. hHSC were cultured until passage 3 in IMDM for in vitro activation. 
Mitoquinone (10nM) or PBS (Veh) was added for 24h.
Cell phenotype was determined by mRNA analysis. Cell viability was analysed using 
trypan blue staining, and proliferation calculated as the ration between initial/final cells3
Results from LX2 cells were derived from n=3-5 independent experiments. Results 
using primary HSC were derived from triplicates from three independent isolations. 
Mitochondrial superoxide (O2-) content in isolated liver cells
Mitochondrial superoxide content was analyzed from control and cirrhotic rats treated 
in vitro with mitoquinone (1, 3 and 10 nM) or vehicle for 24h, using the MitoSOXTM (Life 
Technologies) red superoxide mitochondrial indicator, which is oxidized using 
superoxide and which exhibits red fluorescence in the mitochondria. Six fields from 
each cell type at 20x were randomly selected. Nuclei were observed with NucBlueTM
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Live Cell Stain ReadyProbesTM reagent (Life Technologies). Fluorescent images were 
obtained with a fluorescent microscope (Olympus) and quantitative analysis corrected 
by number of nuclei (at least 300 nuclei per cell type) was performed with Image J 1.33 
software (National Institutes of Health)5. For positive control of Mitosox staining we 
used a known recombinant isoform of human manganese superoxide dismutase 
(rMnSOD)6.
Indocyanine green (ICG) clearance
In a subgroup of TAA-cirrhotic rats (n=7 per group), after the in vivo hemodynamic 
measurements, ICG (0.5 mg/kg) was injected through the femoral vein. Arterial blood 
samples (0.3ml) were taken at baseline and 2, 4 and 15 min after the injection and 
centrifuged at 10,000g for 10 min. ICG absorbance was determined 
spectrophotometrically at a wavelength of 805 nm. Measured ICG absorbance was 
converted into the corresponding plasma concentration using a standard curve. ICG 
plasma disappearance rate was defined as the percentage decrease in ICG-plasma 
concentration per minute (%/min)7.
Cellular and mitochondrial superoxide (O2-) content in liver tissue
In situ O2- cellular levels were evaluated in fresh cryosections (10 µm) obtained from 
cirrhotic rats treated with mitoquinone (n=3) or vehicle (n=3) using the oxidative 
fluorescent dye dihydroethidium (DHE; Molecular Probes). Mitochondrial superoxide 
content was evaluated in control (n=2) and cirrhotic rats treated with mitoquinone (n=3) 
or vehicle (n=3) using mitosox (Life Technologies). Six fields from each slide at 20x 
were randomly selected. Fluorescent images were obtained with a fluorescent 
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microscope (Olympus) and quantitative analysis was performed with Image J 1.33 
software (National Institutes of Health)8.





















Supplementary Table 1: All primers used in rat and human cell and tissues with their 
references. All obtained from Applied Biosystems. 
 
 






















































Veh 1 nM MIT 3 nM MIT 10 nM MITB 
A 
Supplementary Figure 1. Mitoquinone decreases HSC proliferation without 
affecting cell viability. In vitro, dose-dependent cell proliferation and viability caused by 
mitoquinone in LX2 (A) and HSC freshly isolated from CCl4-cirrhotic rats (rHSC) treated 
in vitro with mitoquinone or vehicle (B). *p<0.05 vs.vehicle.
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Supplementary Figure 2: Mitoquinone does not change endothelium-dependent 
relaxation. Endothelium-dependent vasorelaxation to acetylcholine (Ach) in isolated 
and perfused livers from CCl4-cirrhotic rats in animals treated with mitoquinone or 
vehicle during 2 weeks (n=9 per group). Results are expressed as the percentage of 
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Supplementary Figure 3: Mitoquinone effect on mmps and timps mRNA 
expression in CCl4-cirrhotic rats (A) and TAA-cirrhotic rats (B) treated with 
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Supplementary Figure 4: Mitoquinone does not change the number of desmin-
positive cells in TAA-cirrhotic rats. Immunofluorescence staining of desmin 
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Supplementary Figure 5: Mitoquinone does not change inflammatory profile in 
TAA-cirrhotic rats. Immunostaining of vehicle and mitoquinone-treated TAA-cirrhotic 
livers for CD68 (A) mRNA expression of pro-inflammatory markers TNFα, iNOS, IL-6
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Estudi 1: Enoxaparin reduces hepatic vascular resistance and portal pressure in 
cirrhotic rats.
 El tractament agut amb enoxaparina no afecta els paràmetres sistèmics ni 
hemodinàmics avaluats. Tampoc modifica els nivells de GMPc o el contingut 
d’estrès oxidatiu hepàtic.
 El tractament de curt termini (1 setmana) amb enoxaparina disminueix de manera 
significativa la pressió portal de rates cirròtiques per CCl4 sense modificar el flux 
venós portal. També va reduir de manera significativa els nivells d’estrès oxidatiu, i 
va augmentar la biodisponibilitat de NO. A més a més, el tractament amb 
enoxaparina va reduir un 26% l’àrea de fibrosi. Aquests canvis es van associar a 
una millora en el fenotip de les CHE. També es va observar una millora el la 
microtrombosi hepàtica.
 El tractament de llarg termini (3 setmanes) amb enoxaparina disminueix de manera 
significativa la pressió portal de rates cirròtiques per CCl4 i tioacetamida (TAA) 
sense canvis en els altres paràmetres hemodinàmics. En aquest cas també hi havia 
reducció d’estrès oxidatiu, però sense millora en la biodisponibilitat de NO. El 
tractament amb enoxaparina va reduir un 25% l’àrea de fibrosi, canvis que també es 
va associar a una millora en el fenotip de les CHE. El tractament amb 
l’anticoagulant també va millorar la microtrombosi hepàtica, amb una marcada 
disminució del contingut de fibrina.
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 Els efectes beneficiosos del tractament amb enoxaparina també es van observar en 
el model de prevenció en rates cirròtiques per TAA. La pressió portal va ser menor 
en les rates tractades amb enoxaparina al mateix temps que el tòxic (TAA). Tot i 
que els canvis no van ser tan marcats com en el model de regressió, també es va 
veure una reducció en l’àrea de fibrosi, una millora en el fenotip de les CHE i una 
menor microtrombosi hepàtica.
Estudi 2: The direct oral anticoagulant Rivaroxaban reduces portal hypertension 
in cirrhotic rats by deactivating hepatic stellate cells.
El tractament amb rivaroxaban va disminuir la pressió portal en dos models de cirrosi
(CCl4 i TAA). La disminució de la pressió portal no va ser associada a canvis ni en el 
flux sanguini portal ni a canvis en la pressió arterial mitjana, suggerint una disminució 
de la resistència vascular intrahepàtica. Aquest fet es va confirmar ex vivo, on es va 
observar una disminució del 35% la resistència vascular intrahepàtica en rates 
tractades amb rivaroxaban en un sistema de perfusió amb el flux controlat. 
El tractament durant dues setmanes amb l’anticoagulant oral directe rivaroxaban va 
disminuir els nivells d’estrès oxidatiu. També es va observar una disminució del 
nombre de cèl·lules de Kupffer, una de les principals cèl·lules implicades en la 
producció d’estrès oxidatiu. Conseqüentment, la biodisponibilitat de NO es va veure 
millorada, ja que es va observar un augment del 33% dels nivells del marcador de 
biodisponibilitat de NO, GMPc.
 Les rates tractades amb rivaroxaban van tenir una millor resposta, tot i que no 
significativa, al vasodilatador aceticolina. Per confirmar l’efecte beneficiós de 
rivaroxaban sobre l’endoteli sinusoïdal hepàtic, es va avaluar el fenotip de les 
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cèl·lules endotelials sinusoïdals. Es va observar una disminució de l’expressió del 
factor vW i també una menor presència de membrana basal analitzat per 
microscopia electrònica. 
El tractament amb rivaroxaban va disminuir l’activació i el nombre de CHE. Es va 
avaluar el nombre de CHE mitjançant el marcador desmina i es va observar una 
menor nombre de CHE en les rates tractades amb rivaroxaban. També es va veure 
que diferents marcadors d’activació de les CHE, com ara l’α-sma, col1α1 i pdgfrβ, i 
marcadors de contracció cel·lular, com RhoA i moesina fosforilada, estaven 
disminuïts en les rates tractades amb rivaroxaban. Aquests resultats es va observar 
tant a nivell de teixit com de cèl·lula aïllada. No hi van haver canvis en el l’apoptosi 
de les CHE suggerint que el menor nombre de CHE observades a les rates tractades 
amb rivaroxaban vindria d’una menor proliferació i no d’un augment en l’apoptosi de 
les CHE.
Es van estudiar els efectes directes de Rivaroxaban sobre les CHE i no es van 
observar canvis en els nivells d’activació. Suggerint que els efectes beneficiosos del 
tractament amb rivaroxaban sobre la millora del fenotip de les CHE és mitjançant la 
inhibició de la cascada de coagulació i inhibit l’activació dels receptors PAR.
El tractament amb rivaroxaban va disminuir els nivells de microtrombosi observats en 
les rates cirròtiques avaluat pel contingut de fibrina als sinusoides hepàtics. 
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Estudi 3: Mitochondria-targeted antioxidant mitoquinone deactivates human and
rat HSC and reduces portal hypertension in cirrhotic rats
 Es descriu un augment de l’estrès oxidatiu mitocondrial en el fetge de rata amb 
cirrosi d’un 300%.
 Les principals cèl·lules productores de l’estrès oxidatiu mitocondrial són els 
hepatòcits i les cèl·lules hepàtiques estrellades. 
 El tractament amb mitoquinona in vitro és capaç de millorar el fenotip de tots els 
tipus cel·lulars hepàtics de rates cirròtiques.
 El tractament in vitro amb mitoquinona és capaç de desactivar les CHE tant de rata 
com humanes en 24 hores. Els efectes es van confirmaren cèl·lules aïllades, en 
talls ultrafins de biòpsies humanes i en línies cel·lulars.
 El tractament oral durant dues setmanes amb mitoquinona va produir un descens 
significatiu dels nivells d’estrès oxidatiu, a nivell mitocondrial i a tota la cèl·lula, en 
rates cirròtiques obtingudes per dos models de cirrosi diferents: CCl4 i TAA. A més 
a més, es va veure una disminució en el contingut de proteïnes nitrotirosinades i en 
l’expressió gènica d’un dels factors induïts per l’estrès oxidatiu, hif1α. 
 Les rates tractades amb mitoquinona durant dues setmanes van mostrar una
pressió portal significativament inferior a les rates tractades amb vehicle. Aquesta 
disminució es va observar tant en el grup de rates cirròtiques per CCl4, com per 
TAA, i no va estar associada a canvis en el flux sanguini portal, suggerint que 
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 Les rates tractades amb mitoquinona van obtenir una disminució significativa de la 
fibrosi hepàtica, avaluat per Sirius Red, i una disminució dels nivells d’activació de 
les CHE, avaluant diferents marcadors d’activació.
 El tractament amb mitoquinona va disminuir l’activació de les CHE in vivo tant en el 
model cirròtic per CCl4 com en el model de TAA. Hi va haver una disminució 
significativa en la majoria dels marcadors d’activació, tant a nivell de teixit total com 
en els aïllaments de CHE.
 Finalment, es va observar que el tractament amb mitoquinona disminuïa la 
inflamació hepàtica ja que es va observar un menor nombre de cèl·lules 
inflamatòries i una menor expressió de citoquines inflamatòries en les rates 
tractades amb mitoquinona. 
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Una de les principals complicacions que presenten els pacients cirròtics és la 
hipertensió portal, la qual està estretament relacionada amb la presència 
d’hemorràgies per varius gastroesofàgiques, ascites, encefalopatia i insuficiència 
renal2. 
El factor principal que indueix a la hipertensió portal és l’augment de la resistència 
vascular intrahepàtica. Aquest augment ve donat per dos diferents components: el 
component estructural, definit com la presència de distorsions estructurals de 
l’arquitectura parenquimal del fetge causada principalment per l’acumulació de teixit 
fibròtic, i el component dinàmic que ve causat per la contracció de les cèl·lules 
hepàtiques estrellades i del resultat del desequilibri entre les forces vasoconstrictores i 
vasodilatadores intrahepàtiques, com ara el NO3. 
Tot i això, també s’ha descrit que en la cirrosi apareix una obstrucció per trombosi  de 
les petites venes portals i hepàtiques adjacents. Aquest fet pot afavorir tant l’apoptosi 
com a l’atròfia del parènquima hepàtic8. 
La distorsió del parènquima hepàtic durant la cirrosi hepàtica és, en part, deguda a 
l’augment de la síntesi de components de la matriu extracel·lular secretats per les CHE 
activades64. Diversos mecanismes fisiopatològics estan implicats en l’activació de les 
CHE, com ara les espècies reactives d’oxigen119,120 i els factors de coagulació II i Xa 
via receptors PAR, que juguen un paper principal activant les CHE, resultant en un 
augment de la síntesi de col·lagen i de la seva acumulació en el fetge. 
Conseqüentment, els treballs d’investigació de la present tesis doctoral pretenen 
avaluar l’ús de noves teràpies per disminuir la resistència vascular intrahepàtica 
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emprant anticoagulants (tant heparines de baix pes molecular com inhibidors directes 
de factor Xa) i un antioxidant dirigit a mitocòndria.  
Els resultats del primer i segon estudi aporten noves i important dades fins ara no 
conegudes sobre el potencial ús dels anticoagulants per al tractament de la hipertensió 
portal en la cirrosi. Tal i com ja s’ha dit en aquesta tesi,els pacients cirròtics tenen un 
estat procoagulant amb un augment dels nivells de trombina i de factor Xa. A més, tant 
la trombina com el factor Xa, factors de la cascada de coagulació, són potents 
activadors de les CHE. En aquest estudi corroborem els beneficis que aporta l’ús 
d’heparines de baix pes molecular com l’enoxaparina i l’inhibidor directe de factor Xa, 
rivaroxaban, tant en la disminució de la microtrombosi intrahepàtica, com en la 
desactivació de les cèl·lules hepàtiques estrellades donant lloc a una disminució en la 
fibrosi hepàtica i, per tant, de la pressió portal en rates cirròtiques. 
Molts estudis han estudiat la història natural de la malaltia hepàtica i es suggeria que la 
cascada de coagulació tenia un paper important en la fibrogenesis hepàtica121,122. En 
aquesta tesi demostrem que la inhibició de la coagulació duu a una millora en la 
pressió portal i en la fibrosi hepàtica, confirmant el paper de la coagulació en la 
fibrogenesis hepàtica en la  cirrosi. 
En el primer estudi confirmem que el tractament amb enoxaparina es capaç de 
disminuir la pressió portal en rates amb cirrosi establerta i hipertensió portal. A més, la 
millora en la pressió portal es va produir sense efectes en el flux sanguini portal, 
suggerint una disminució en la resistència vascular intrahepàtica. La falta d’efectes de 
l’administració aguda d’enoxaparina en la pressió portal, en els paràmetres 
hemodinàmics sistèmics, i en el contingut de superòxid o GMPc, suggereix que 
l’enoxaparina no té un efecte directe sobre el component dinàmic de la resistència 
vascular intrahepàtica. Per acabar de confirmar aquests resultats, es va examinar la 
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resposta dependent d’endoteli al vasodilatador acetilcolina i no es van observar 
diferències entre les rates tractades amb enoxaparina i les rates tractades amb vehicle 
en cap dels dos models de cirrosi.. 
A més a més, tot i que en els tractaments de més llarga durada amb enoxaparina es 
van observar sobretot millores en les alteracions arquitecturals, es van observar també 
canvis en el to vascular. Es van disminuir els nivells d’estrès oxidatiu, de proteïnes 
nitrotirosinades i es va augmentar en el contingut de GMPc. A més a més, es va 
observar una disminució de la ratio p-Moesina/Moesina en les rates tractades amb 
enoxaparina, suggerint que el tractament amb enoxaparina pot modular el to vascular 
mitjançant la relaxació de les CHE, almenys a llarg termini. Tot i això, s’ha de tenir en 
compte que aquest canvis en el to vascular poden ser deguts a la millora de l’alteració 
estructural observada.  
És cert que el tractament amb enoxaparina ja es va descriure com a un bon tractament 
per a millorar la fibrosi hepàtica en models de dany hepàtic lleu88,123,124. El nostre estudi 
amplia aquestes observacions a models amb cirrosi establerta. El tractament amb 
enoxaparina va ser iniciat en el moment on es va aturar l’administració del tòxic (tant 
CCl4 com TAA) com a model de regressió de malaltia avançada, o es va administrar 
alhora amb el tòxic, com a model de prevenció de la progressió de la cirrosi, en el 
model de TAA. Això ens va permetre analitzar els efectes del tractament amb 
enoxaparina en dos escenaris diferents.  
En el model de regressió amb CCl4, les rates que van rebre durant 3 setmanes el 
tractament van tenir més temps de regressió espontània de la fibrosi que les rates que 
van rebre només una setmana de tractament. Tot i això, tant les d’una setmana de 
tractament com les de 3 setmanes de tractament van tenir una disminució del 25% del 
contingut de col·lagen analitzat per tinció de Sirius Red. Això també es va observar en 
el model de cirrosi de TAA tant en regressió com en prevenció. Tot els resultats van 
cap a la mateixa direcció i suggereixen el paper de l’enoxaparina en disminució de la 
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fibrosi hepàtica. A més, es va observar una disminució dels nivells d’activació de les 
CHE en les rates tractades amb enoxaparina, tant a nivell de teixit com en cèl·lula 
aïllada de rata tractada.  
A part de l’efecte de l’enoxaparina en la fibrosi hepàtica, es va observar la influència de 
del tractament en la prevenció d’esdeveniments trombòtics en la microcirculació 
hepàtica. De fet, s’ha suggerit que aquests podrien jugar un paper important en la 
progressió de la fibrosi hepàtica8,113. Per explorar aquest efecte hem avaluat el 
contingut de fibrina en el parènquima hepàtic com a marcador de la formació de 
microtrombes125–128. Els fetges de rates tractades amb enoxaparina van tenir una 
menor deposició de fibrina. Aquest fet ja es va observar en les rates tractades durant 
una setmana, però l’efecte va ser més gran i significatiu en les rates tractades durant 3 
setmanes. Aquestes troballes confirmen la connexió que hi ha entre trombosi i fibrosi 
hepàtica i consolida el concepte de l’ús dels anticoagulants per a la 
prevenció/dissolució dels microtrombes per a millorar la fibrosi hepàtica8,79. Per contra, 
no es van observar canvis a nivell d’inflamació. Per tant, encara que no podem 
descartar completament el potencial efecte del tractament amb enoxaparina en la 
reducció de la inflamació, no sembla que aquests sigui el principal mecanisme 
responsable de la millora les alteracions arquitecturals en la cirrosi hepàtica.  
És important remarcar que els efectes beneficiosos del tractament amb enoxaparina 
en la reducció de la pressió portal, resistència vascular intrahepàtica i fibrosi hepàtica 
no es van associar a efectes deleteris en els animals. No es van observar diferencies 
en els enzims hepàtics, ni es va observar sagnats durant el tractament o durant l’estudi 
hemodinàmic. 
En el segon estudi es va avaluar l’efecte de l’anticoagulant oral, Rivaroxaban, en la 
cirrosi hepàtica. Com ja es va veure en el primer estudi, la teràpia anticoagulant pot ser 
una bona estratègia terapèutica per al tractament de la hipertensió portal en la cirrosi. 
Tot i això, les heparines de baix pes molecular són dependents dels nivells sanguinis 
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d’antitrombina, que de fet poden estar disminuïts en els pacients cirròtics114,115. Es per 
això que vam estudiar els efectes de Rivaroxaban, que és un inhibidor directe del 
factor Xa (tant el Factor Xa lliure com el que es troba unit al complex de 
protrombinasa) i és independent dels nivells d’antitrombina. A més a més, Rivaroxaban 
té l’avantatge de ser biodisponible via oral i té una acció ràpida129,130. Tot això, fa de 
rivaroxaban un anticoagulant més previsible i potencialment més eficient comparat 
amb altres heparines.  
En aquest estudi hem confirmat els efectes beneficiosos de l’ús d’anticoagulants per a 
millora la hipertensió portal en la cirrosi. Hem demostrat que l’administració oral de 
rivaroxaban disminueix els nivells d’estrès oxidatiu, millora la biodisponibilitat de NO, 
desactiva les CHE i millora la hipertensió portal en dos models de cirrosi en rata. 
La disminució de la pressió portal observada en les rates tractades amb rivaroxaban 
no es va associar a canvis en el flux sanguini portal en cap dels dos models, suggerint 
que el principal efecte ve de la disminució en la resistència vascular intrahepàtica. De 
fet, es va observar una disminució de la resistència vascular intrahepàtica en fetges de 
rates tractades amb rivaroxaban quan es va avaluar en un sistema de perfusió ex vivo
amb el flux controlat. 
L’estudi dels mecanismes de la millora en la funció microcirculatòria hepàtica van 
mostrar que rivaroxaban disminuïa els nivells d’estrès oxidatiu, probablement pel 
menor reclutament de cèl·lules inflamatòries. També augmentava els nivells de GMPc, 
millorava la resposta a dosis creixents d’acetilcolina i disminuïa l’expressió del 
marcador d’activació de CES, el factor von Willebrand. Tot això indicava que el 
tractament amb rivaroxaban té un efecte important en la millora de la disfunció 
endotelial en el fetge cirròtic. 
D’altra banda també es va estudiar l’efecte de rivaroxaban sobre les CHE. Es va 
observar que el tractament amb rivaroxaban disminuïa els marcadors d’activació i 
proliferació de les CHE que correlacionen amb la seva capacitat de síntesi de matriu 
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extracel·lular. Aquest efecte no es va associar a canvis importants en el contingut de 
fibra en el fetge. Degut als canvis observats en els nivells d’activació de les CHE, es 
temptador especular que un tractament més llarg amb rivaroxaban s’associaria a una 
disminució en els nivells de fibrosi hepàtica. Això està recolzat pels efectes 
beneficiosos observats a sobre les alteracions del parènquima: estudis 
ultraestructurals realitzats mitjançant microscopia electrònica van confirmar que les 
rates tractades amb rivaroxaban tenien una menor formació de membrana basal en els 
sinusoides hepàtics i que els hepatòcits tenen més projeccions, suggerint una millor 
estructura del sinusoid hepàtic. Finalment, es va confirmar una disminució del 
contingut de fibrina en les rates tractades amb rivaroxaban, suggerint una disminució 
de la microtrombosi hepàtica. 
Els efectes beneficiosos deguts al tractament amb rivaroxaban no es van associar a 
efectes deleteris en l’hemodinàmica sistèmica ni en un augment de sagnats durant el 
tractament. 
El tercer estudi aporta nova informació, fins ara no coneguda, sobre el potencial dany 
de l’estès oxidatiu mitocondrial en les cèl·lules hepàtiques durant la cirrosi i sobre l’ús
dels antioxidants dirigits a mitoc ndri com a estratègia terapèutica per a la hipertensió 
portal i la cirrosi. Tal i com s’ha explicat anteriorment, les CHE són les principals 
cèl·lules implicades en la síntesi de matriu extracel·lular1,80 que contribueix en 
l’augment de la resistència vascular intrahepàtica en la cirrosi. Tenint en compte que 
l’augment de l’estrès oxidatiu en la cirrosi és un dels principals mecanismes que 
activen les CHE i que els mitocondris són un dels principals productors d’espècies 
reactives d’oxigen, aquest estudi es va centrar en avaluar els efectes de l’antioxidant
dirigit a mitoc ndri, mitoquinona en l’estrès oxidatiu, fenotip de les CHE, la fibrosi 
hepàtica i la hipertensió portal en models pre-clínics de cirrosi.  
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Els resultats del present estudi mostren que el tractament amb mitoquinona disminueix 
l’estrès oxidatiu hepàtic, desactiva les CHE i disminueix la fibrosi hepàtica i la 
hipertensió portal en les rates cirròtiques.  
Estudis anteriors van demostrar el rol de l’estrès oxidatiu en la fisiopatologia de la 
cirrosi i la hipertensió portal 36,45,47,131. En el present estudi demostrem que el 
tractament amb mitoquinona va aconseguir disminuir els nivells d’estrès oxidatiu, com 
altres teràpies utilitzades com ara el tempol52 o el resveratrol53, però amb la diferència 
que la mitoquinona té l’avantatge de ser administrada oralment. A més a més, les 
altres teràpies antioxidants no poden dirigir-se a l’interior del mitocondri i, per tant, no 
poden contrarestar l’estrès oxidatiu mitocondrial que pot resultar en dany i disfunció 
mitocondrial i endegar una cascada de conseqüències deletèries per a la cèl·lula com 
ara la inflamació o la mort cel·lular117.  
El nostre estudi demostra que part de l’estrès oxidatiu observat en els fetges cirròtics 
prové del mitocondris dels hepatòcits i de les CHE. A més, demostrem que la 
mitoquinona es capaç de disminuir l’estrès oxidatiu mitocondrial en els principals tipus 
cel·lulars hepàtics. Aquest augment de l’estrès oxidatiu mitocondrial en la cirrosi pot 
ser causat, almenys en part, per la disminució en l’expressió i l’activitat de la isoforma 
mitocondrial de la superòxid dismutasa, que s’ha vist disminuïda en la cirrosi36. És 
important destacar que el tractament amb mitoquinona és capaç de disminuir 
l’activació de les CHE de rata tant in vitro com in vivo. A més, la desactivació de les 
CHE es va confirmar tant en CHE aïllades de biòpsies humanes, en la línia cel·lular 
humana de CHE, LX2, i en el model ex vivo per a l’estudi de mostres de fetge 
humanes, els talls de precisió de fetges humans (hPCLS). Aquests efectes es van 
evidenciar quan es va veure que la proliferació de les CHE estava disminuïda però no 
la seva viabilitat.  
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Per confirmar la capacitat terapèutica de la mitoquinona, es va avaluar els seus 
efectes en dos models de cirrosi. Les observacions in vivo van demostrar que el 
tractament amb mitoquinona disminuïa la pressió portal, sense canvis en el flux 
sanguini portal, suggerint una disminució en la resistència vascular intrahepàtica. A 
més, els animals tractats amb mitoquinona van tenir una disminució del contingut de 
fibra hepàtica en ambdós models. Suggerint que la disminució de la fibrosi hepàtica és 
el principal mecanisme amb el que la mitoquinona disminueix la pressió portal, ja que 
no es van trobar efectes importants de la mitoquinona sobre el to vascular hepàtic 
almenys durant el temps de tractament estudiat, i que altres antioxidants sí que han 
demostrat una millora de la disfunció endotelial111. 
A més, es sap que els nivells de les espècies reactives d’oxigen estan directament 
lligades a la inflamació. Per això vam analitzar l’expressió dels marcadors CD68 i 
CD163 com a marcadors d’inflamació. En aquest estudi vam observar una disminució 
del nombre de cèl·lules positives per CD68, suggerint un efecte de la mitoquinona en 
la reducció de la inflamació hepàtica. Aquests resultats només es van observar en el 
model de CCl4 i no en el de TAA, suggerint que la reducció de la inflamació pot 
contribuir a la millora de la fibrosi hepàtica però no és el principal mecanisme.  
Les diferències observades entre els dos models de cirrosi, pot ser degut a les 
diferències intrínseques dels dos models. De fet, s’ha descrit que el model induït per 
CCl4 acumula més estrès oxidatiu que el model per TAA132, fent així el model per CCl4
més susceptible per a una teràpia antioxidant que no el model de TAA. 
Tot i això, cal destacar que tots els beneficis observats pel tractament amb 






Estudi 1: Enoxaparin reduces hepatic vascular resistance and portal pressure in 
cirrhotic rats. 
 El tractament prolongat amb enoxaparina disminueix la pressió portal en dos
models pre-clinics de cirrosi sense efectes deleteris en l’hemodinàmica
sistèmica i sense promoure sagnats a les dosis emprades.
 La millora de la pressió portal és deguda a una disminució de la resistència
vascular intrahepàtica, causada per una disminució de la fibrosi i un augment
de la biodisponibilitat de l’òxid nítric.
 El tractament preventiu amb enoxaparina també millora la hipertensió portal
evitant la progressió de la fibrosi hepàtica.
Estudi 2: The direct oral anticoagulant Rivaroxaban reduces portal hypertension 
in cirrhotic rats by deactivating hepatic stellate cells  
 El tractament amb l’anticoagulant oral rivaroxaban disminueix la pressió portal
en dos models de cirrosi sense efectes deleteris en l’hemodinàmica sistèmica i
sense sagnats.
 Aquest efecte està majorment associat a una disminució de la resistència
vascular intrahepàtica, a una millora en la biodisponibilitat de l’òxid nítric, a la
182 CONCLUSIONS 
desactivació de les cèl·lules hepàtiques estrellades i a una menor 
microtrombosi hepàtica. 
 El tractament amb rivaroxaban millora el parènquima i el sinusoid hepàtic.
 Els efectes observats pel tractament amb rivaroxaban són deguts a la seva
interacció amb el factor Xa i posterior inhibició de la via PAR, i no per una acció
directa de Rivaroxaban sobre la cèl·lula hepàtica estrellada.
Els resultats dels estudis 1 i 2 de la present tesi doctoral suggereixen que el tractament 
amb anticoagulants milloren la hipertensió portal i mereixen un estudi més profund 
com a potencial estratègia terapèutica per al tractament de la hipertensió portal en 
pacients amb cirrosi. 
Estudi 3: Mitochondria-targeted antioxidant mitoquinone deactivates human and 
rat HSC and reduces portal hypertension in cirrhotic rats 
 L’estrès oxidatiu mitocondrial està augmentat en la cirrosi, essent els hepatòcits
i les cèl·lules hepàtiques estrellades les principals cèl·lules productores.
 L’antioxidant dirigit a mitoc ndri, mitoquinona, és un nou tractament antioxidant
oral que desactiva tant les cèl·lules hepàtiques estrellades de rata com d’humà,
sense afectar-ne la seva viabilitat.
 El tractament amb mitoquinona disminueix la pressió portal en rates cirròtiques,
principalment per la disminució de la fibrosi hepàtica i per la desactivació de les
cèl·lules hepàtiques estrellades.
183 CONCLUSIONS 
 La mitoquinona també disminueix la inflamació hepàtica en el model de cirrosi
per CCl4.
Els resultats d’aquest estudi suggereixen que els antioxidants dirigits a mitoc ndri
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 Resveratrol improves intrahepatic endothelial dysfunction and reduces
hepatic fibrosis and portal pressure in cirrhotic rats.
Di Pascoli M, Diví M, Rodríguez-Vilarrupla A, Rosado E, Gracia-Sancho J,
Vilaseca M, Bosch J, García-Pagán JC.
J Hepatol. 2013 58:904-910.
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Per fi... Quan vaig començar a escriure aquests agraïments només em va venir al cap 
poder dir que per fi he arribat fins aquí!. Tothom que em coneix sap el que m’ha costat 
arribar fins aquest moment. Final d’una etapa i inici d’una altra. La veritat és que em 
considero molt afortunada (moltíssim!) d’haver anat a parar a un grup tant genial com 
aquest. Un grup en que de seguida m’hi vaig sentir integrada i en el que he conegut a 
gent increïble!. No va ser gens fàcil prendre la decisió de deixar un grup sense tenir 
clar el que faria, però tinc clar que és una de les més bones decisions que he fet mai. 
No puc començar aquests agraïments per ningú més que no siguin els meus directors 
de tesi, en Joan Carles i en Jordi. Joan Carles, tinc molt clar que si no hagués sigut 
per la oportunitat que em vas donar, jo no seria la persona que sóc ara, ni tinc massa 
clar si podria seguir en el món de la investigació. És per això que t’estaré per sempre 
agraïda, per haver confiat en mi i per donar-me una possibilitat que ja considerava 
remota. També t’he de donar les gràcies per guiar-me durant tot aquest temps, per 
aconsellar-me i ensenyar-me tot el que m’has ensenyat! Milions de gràcies!. 
D’en Jordi no podria parar de dir coses bones. Has estat sempre al meu costat 
(literalment, tot i que ara has anat una mica més lluny :P) per aconsellar-me 
sempre que m’ha fet falta. Has sigut un punt clau per a que pogués tirar endavant la 
tesi. Quan parlo de tu, sovint em refereixo a tu com a “jefe”, però el que et descriu 
millor és líder. No cal dir que no oblidaré mai el viatge a Londres, va ser un viatge 
genial amb gent magnífica! I t’ho he d’agrair amb tot el cor. Ets un amic, un company i 
un suport per a tots els que treballem al laboratori. Moltíssimes gràcies!
Tampoc puc oblidar a totes aquelles persones que han fet possible que estigués aquí. 
Jaume, milions de gràcies per haver-me recolzat i haver-me ensenyat tant. Sempre 
que he tingut la oportunitat d’estar amb tu, he après moltes coses i m’he considerat 
una persona molt afortunada.  
Aina, tot i que vam compartir poc temps juntes, sé que en part és “culpa” teva que 
estigui a hemodinàmica hepàtica. Moltes gràcies per tot el que vas fer per mi. 
Virginia, gracias por todos los consejos que me has dado a lo largo de estos años. Sin 
duda he aprendido muchísimo de ti. 
Sens dubte, he d’agrair a tots els companys del laboratori tot el que m’han ensenyat al 
llarg d’aquests casi 5 anys. En sou molts els que m’heu ensenyat moltes coses però 
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no puc començar per ningú que no sigui l’Héctor. Héctor, como empezar...estuviste 
conmigo des de el minuto 0. Me has enseñado absolutamente de todo. Hemos pasado 
días juntos en la sala de animales y gracias a ti se hacían amenas y divertidas! Hasta 
me adivinabas los días que estaba un poco alicaída, porqué ese día no hablaba tanto. 
Me has ayudado y apoyado siempre que lo he necesitado y nunca podré agradecerte 
todo lo que has hecho por mí. Has sido mi mano derecha durante todo este tiempo y
sin duda esta tesis existe gracias en gran parte a ti. Para mí ya no eres un compañero 
de trabajo más, eres un amigo con el que me siento muy cómoda trabajando y del que 
puedo confiar completamente. Por todo esto y muchísimo más, millones de gracias!.
Si l’Héctor ha sigut la meva ma dreta, tu, Montse, has sigut la meva mà 
esquerr . Quan vaig començar vaig al·lucinar amb la vitalitat que desprenies (i encara 
desprens). Em considero molt afortunada d’haver-te tingut com a companya, que 
m’ensenyessis tot el que em vas ensenyar (per a mi, ets la reina de cultius i no 
demanaria mai segones opinions a ningú :P). M’encanten els moments de cafè 
juntes, comentant qualsevol tonteria del món. I no cal dir, que ets la persona amb 
millor gust musical del lab! (Arcade Fire for ever!). Ets una gran Montse! Moltes 
gràcies per tot!. 
Mi gallega preferida!!! Cristinita! Muchísimas gracias por ayudarme en todo. Por estar 
allí cuando lo necesitaba y por aconsejarme siempre! Des de luego, eres 
tremenda! Que no te paren nunca (si se atreven!). Erica, moltíssimes gràcies per 
ajudar-me sempre. Sempre que ho he necessitat has estat allà per ajudar-me sense 
queixar-te mai. Gràcies, sobretot, per ajudar-me a moure’m pel món d’avui dia, si no 
fos per tu estaria max perduda i ploraria molt!! Gràcies per ser com ets!! Dinesh,
thank you for everything you have done for me and for helping me! I really appreciate 
it.
No puc oblidar tampoc tot el grup del que em sento gairebé adoptada :P. 
Sense preferències, començaré per donar les gràcies a l’Anabel (només per que 
per ordre alfabètic toca...xD). Mare meva!! Anabel!! Que tia!! Només fa dos anys 
que ens coneixem i tinc la sensació de que et conec de sempre! Des del principi he 
tingut molt bon feeling i m’ho he passat genial amb tu. Ets divertida, esporàdica 
i una gran companya. M’encanta com ets i m’encanta estar al teu costat. Moltes 
gràcies per tots els cafès i companyia que m’has donat durant aquest temps. Ets 
única! Diana, em sento molt afortunada d’haver-te conegut. Ets una tia genial i 
espero que tinguis moltíssima sort tant en la vida professional com en la personal. 
Amb aquest angelet que tens, segur que tot et va rodat! Giusi, mi compañera 
de enfrente! Siempre recordaré que el día que empecé en el lab, era el día antes 
de que te fueras a Los Ángeles. Todo el mundo hablaba tan bien de ti, que tenía 
muchas ganas de que 
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volvieras para conocerte mejor. La verdad es que no exageraban! Eres genial y 
aprendí muchísimo de ti! Espero que pueda seguir aprendiendo en breve..:P. Júlia, fa 
poquet que ens coneixem però desitjo que t’estigui agradant l’experiència d’un 
laboratori, i que sàpigues que has tingut molta sort en el grup que has escollit. Gaudeix 
i aprèn al màxim. I prenguis la decisió que prenguis, saps que pots comptar amb 
nosaltres.  Martineti!! Què dir de tu?? M’encanta la evolució que has tingut al lab. Al 
principi eres un noi més tirant a tímid, però com has canviat! M’encanten les teves 
pulles, els teus cuchicheos! Em caus tan bé, que fins i tot puc suportar que vegis Gran 
Hermano!! Em caus súper bé! No canviïs mai! Nico, espero que disfrutes tanto como 
lo he hecho yo haciendo la tesis, aprende y absorbe todo lo que puedas de este grupo! 
Raquel, ets més veterana que jo!! Tindràs una tesi que en podran ser dues! Encara 
recordo els dies que anaves amb la Giusi... com passa el temps! Gràcies per ser allà 
sempre que ho he necessitat. Sergi G, si hagués d’escriure totes les coses en les que 
m’has ajudat, hauria de fer un índex i tot... en són tantes!. I no només a mi, sempre 
que algú necessita ajuda, ets el primer en oferir-se. Ets de les persones més honestes 
i amables que he conegut mai, i t’agraeixo molt que siguis com ets. N’hi ha pocs com 
tu però que això no et faci canviar. Espero de tot cor que la teva etapa a Suissa sigui 
tan bona com et mereixes i espero veure’ns allà o aquí, però que no deixem mantenir 
el contacte. Vals molt la pena ;). Sergi V, deu ser cosa de “Sergis” però tu també ets 
únic a l’hora de solucionar coses. Ets un multitasques! I això en homes és raro.. :P 
Que sàpigues que et trobem molt a faltar! Moltes gràcies per tot. 
Laia, moltes gràcies per la teva ajuda i per els teus consells científics! Maria, endavant 
amb la tesi. Segur que t’ho trauràs sense problemes! I no deixis mai el Pokémon eh! 
xD. Genís, fa poc que ens coneixem però puc veure que m’agrada treballar amb tu. 
Ets una persona molt interessant, i considero que puc arribar a aprendre molt de tu. 
Núria, te animo a que te entres en el mundo de la investigación, para mi es 
apasionante! . 
Per últim, agraeixo a la Mercedes i al seu grup tot el que han fet per mi. Laura, no 
oblidaré el temps que vam coincidir. Ets una bellíssima persona i me n’alegro que ens 
haguem trobat, encara que fos per un temps curt. Javi, Ester i Marc, des del principi 
em veu rebre amb els braços oberts i em veu ensenyar moltes coses. Moltes gràcies 
pels vostres consells i la vostra simpatia! Salvador, Núria i Marta, espero que us vagi 
molt bé en tots els vostres reptes personals i científics.  
No puc oblidar tampoc els que em van acollir en els meus inicis a l’hemodinàmica.
Marcos, Eugenio y Fede muchas gracias por toda vuestra ayuda y simpatia! 
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Amics meus tots!! Tot va començar amb vosaltres. Els eBiometges, tot i que una mica 
dispersos últimament, hem fet sempre molta pinya i ens hem ajudat sempre que hem 
pogut. Som una petita família i sé que encara que no ens veiem, puc comptar amb 
vosaltres sempre que faci falta. Pablo! Gracias a ti descubrí Heidelberg y Roma! No 
pares de moverte, así te venimos a visitar! :P. Migueliiiin!! Cuanto te echo de menos!! 
Te tengo muy presente aunque no hablemos todo lo que me gustaría. Echo de menos 
tus bromas malas, salir de fiesta...tantas cosas! Gracias por ser como eres!! Aida, hem 
compartit moltes coses! Encara recordo les classes de spinning al Europolis, que 
tiempos!! Només tinc paraules d’agraïment per tu, gràcies pel suport que sempre 
m’has donat, pel pis a Andorra, per la festa de la fil·loxera! David, encara recordo que 
el primer dia, disfressat de tenista, no vas voler sortir a coneixe’ns...¬¬ No t’ho tindre 
en compte perqué desprès ha compensat! Gràcies per ser com ets! Anna i Tanit, a 
vosaltres us ho dic juntes. Sou la canya, de festa sempre. Quins viatges que us 
monteu! No pareu! Em doneu molta enveja perquè teniu una energia que no us 
l’acabeu mai!!! Moltes gràcies per ser-hi ;). Ignasi i Marc, gràcies per suportar les 
nostres xerrades científiques i per ser-hi sempre que ho he necessitat! .
I ara els meus Manyanets!!! Dani, començaré amb tu perquè ens coneixem des de la 
guarderia (posa fa uns 29 anys...) i ha donat la casualitat que hem anat a parar 
sempre a les mateixes escoles/uni. Tot i que ens vam distanciar, Lost (i la Laia) en va 
re-unir, i crec que és una de les millors coses que m’han passat mai. Por molt que 
estiguem distanciats, sempre et considero a prop meu. Puc comptar amb tu 
sempre i sé que sempre hi podré comptar. Cris, me alegro muchísimo que Dani 
preguntara por ti en el Arenal. Eres de las personas más alegres que he conocido 
en mi vida. Si no te conociera, pensaría que lo has tenido todo muy fácil. Pero, el 
hecho es que te lo has currado siempre todo, y que eres una currelas. Todo lo que 
tienes te lo mereces por 1000! Me gusta pensar que, aunque sea solo en parte, 
gracias a mi os conocisteis y me encanta! Ahora, vosotros sois mis árboles  (en
caso de duda preguntar a Dani). Juanma, gracias por preocuparte siempre por mí. 
Sé que aunque no seamos muy cercanos, en los momentos difíciles te he 
tenido a mi lado. Te lo agradezco muchísimo. Espero que tengas suerte en tu 
etapa inglesa. Xoan, tu aquí també tens molta importància. Saps que aquesta és una 
etapa molt important de la meva vida, i el que m’ha costat arribar fins aquí. 
T’agraeixo el suport que em vas donar a l’inici de l’aventura. Laieta! Ets l’ànima
dels Manyanets. Mantens viva la flama en temps de decaïment! No deixis mai de 
donar els bons dies! Gràcies per estar sempre al meu costat! I segueix anant de 
concerts non-stop! Marta!! Llevamos mucho tiempo juntas, y nos hemos apoyado 
siempre en la salud y en la enfermedad. Somos casi como un 
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matrimonio, :P. Gracias por estar siempre a mi lado, apoyarme y abrazarme cuando lo 
he necesitado. Te quiero y te mereces lo mejor, aunque tarde en venir...  Laia A, 
gràcies pels dilluns de nenes maques! M’encanten les reunions que fem, i m’encanten 
els pastissos que fas :P Ets una tia genial! Et mereixes el millor del món! (i ja ho tens 
;)) Montsita! Amb tu també tela eh! La de xocolates que hem compartit. Ets una tia 
genial i t’agraeixo tot el que has fet per mi durant tots aquests anys. Sé que sempre 
podré comptar amb tu. Toni, venint de la Montse, ja sabia jo que el seu xicot no seria 
un qualsevol. Des de l’Ouzo fins al dia d’avui, cada dia em caus millor. Ets una 
persona molt interessant (tot i ser de lletres :P) i aprenc coses noves cada dia que ens 
veiem. Gràcies per estar amb la Montse i estimar-la com es mereix. Sou els dos 
genials i us estimo.  Gemma, ens coneixem des de fa molts anys i hem compartit 
moltes coses juntes. M’alegra molt tenir-te encara com amiga després de tant! 
T’admiro molt. Sempre has tingut uns objectius molt clars a la teva vida, i sempre has 
lluitat per aconseguir el que volies. Ets una lluitadora . Joan i Marta, sou una parella 
tremenda i amb la Blau formeu una família preciosa. M’encanta poder compartir 
experiències junts i ara em fa molta il·lusió poder veure créixer la Blau. Gràcies per 
deixar-me formar part, en més o menys grau, de la vostra vida. 
En un raconet especial, em vull dirigir a l’Angie. No podré agrair MAI tot el que has fet 
per a mi. Has estat al meu costat en els moments difícils i vull que sàpigues que estaré 
al teu costat sempre que em necessitis. T’estimo molt! 
Per últim, només em queda agrair a la família tot el suport que m’han donat durant 
aquests anys. Sempre han confiat en les meves decisions, per molt complicades que 
fossin, i això m’ha fet créixer la confiança i m’ha fet ser la persona que soc. Ara em 
posaré tendre...Mama, ni jo em podia imaginar el que et trobo a faltar. No em vas 
veure ni començar la tesi i ja han passat 8 anys i aquí estic. Crec que estaries molt 
orgullosa de mi i em diries que d’on he sortit, que no m’assemblo a tu. Jo crec que 
cada cop m’assemblo més a tu. Amb el temps he sabut veure la dona que eres i lo poc 
que ens vam arribar a entendre. T’estimo. Papa, sempre he pensat que m’assemblo 
bastant a tu i que si sóc com sóc és en part “culpa” teva. T’agraeixo tot el que has fet 
per a que jo ara sigui com sóc.  David, sé que encara no soc Honoris Causa però de 
mica en mica... :P Gràcies per ser el germà que ets i per haver madurat d’una 
vegada!!. Avi i Iaia sempre heu sigut el meu model a seguir i sempre he fet les coses 
pensant en que volia que us sentíssiu orgullosos de mi. Espero haver-ho aconseguit ni 
que sigui una mica. I si de debò ho esteu, penseu que ha sigut gràcies a vosaltres. 
Només vosaltres sabeu el que heu fet per a mi i estic molt orgullosa de que sigueu els 
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meus avis. Avi, només dir-te que m’hagués agradat moltíssim que m’haguessis vist 
aquest any...estaries tan content!  
Jeudiel, Jeu, bubari!!! Tu ets el millor que m’ha passat. M’has fet adonar de tantes 
coses..m’has suavitzat el caràcter (tot i que encara falta...), m’has abraçat quan m’ha 
fet falta, has plorat amb mi quan jo he plorat (potser tu una mica més i tot...:P) i m’has 
donat l’esperança d’una vida completa al teu costat. Gracies a tu tinc la il·lusió de fer-
me gran...de compartir tota una vida amb tu, de formar una família amb tu. Perquè 
només tu m’has entès i m’has ajudat com ningú. Gràcies per voler compartir la vida 
amb mi, gràcies per voler estar al meu costat i per fer-me suport (ese suport!) sempre! 
T’estimo! Aishiteru! 

